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A c k n o w l e d g e m e n t s  
M y  s i n c e r e s t  t h a n k s  t o  D e r r n o t ,  w h o  w a s  a l w a y s  s u p p o r t i v e  o f  m e  t h r o u g h o u t  t h e  f o u r  
y e a r s  i t  t o o k  t o  c o m p l e t e  m y  w o r k .  H i s  a d v i c e ,  p a t i e n c e  a n d  e n c o u r a g e m e n t  f r o m  d a y  o n e  
w e r e  i n v a l u a b l e .  H e  h a s  g i v e n  m e  s o  m a n y  o p p o r t u n i t i e s  n o t  o n l y  t o  t r a v e l  t o  c o n f e r e n c e s  
b o t h  n e a r  a n d  f a r  t o  p r e s e n t  m y  w o r k  b u t  a l s o  t o  c o m p l e t e  a n  i n t e r n s h i p  a t  M E R L ,  
B o s t o n ,  w h e r e  I  g a i n e d  e s s e n t i a l  t e c h n i q u e s  a n d  r e s e a r c h  s k i l l s .  
I  w o u l d  l i k e  t o  t h a n k  a l l  t h e  p a s t  a n d  p r e s e n t  m e m b e r s  o f  t h e  D D  r e s e a r c h  g r o u p ,  w h o  
m a d e  t h i s  a  m o s t  e n j o y a b l e  e x p e r i e n c e ,  e s p e c i a l l y  i n  t i m e s  o f  s t r e s s .  T h a n k s  t o  K i m  a n d  
R o d  w h o  w e r e  a l w a y s  o n  h a n d  t o  a n s w e r  m y  q u e s t i o n s .  A  s p e c i a l  t h a n k s  t o  S o n i a ,  B e n  
a n d  R o b  w h o  t h r o u g h o u t  t h e  p a s t  4  y e a r s  h a v e  b e e n  f a n t a s t i c  f r i e n d s ,  a l w a y s  q u i c k  t o  t r y  
a n d  h e l p  i n  a n y  w a y ,  i t  w a s  v e r y  m u c h  a p p r e c i a t e d .  
T h e  s e n s e  o f  c o m m u n i t y  s p i r i t  i n  T h e  S c h o o l  o f  C h e m i c a l  S c i e n c e s  a n d  t h e  N C S R  i s  a  
t r i b u t e  t o  t h e  w o n d e r f u l  s t a f f  a n d  p o s t g r a d u a t e  s t u d e n t s  i t  c o m p r i s e s .  T h e  s c h o o l  w e r e  
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P o r t u g a l ,  S e p t e m b e r  2 0 0 6  
4 .  M a r t i n a  0 '  T o o l e ,  L e o n  B a r r o n ,  R o d e r i c k  S h e p h e r d ,  K i n g - T o n g  L a u ,  
P a v e l  N .  N e s t e r e n k o ,  B r e t t  P a u l l  a n d  D e r m o t  D i a m o n d ,  P a i r e d  e m i t t e r -  
d e t e c t o r  d i o d e  ( P E D D )  d u a l  w a v e l e n g t h  m o n i t o r i n g  p r o c e d u r e  f o r  
s e n s i t i v i t y  i m p r o v e m e n t s  i n  i o n  c h r o m a t o g r a p h y  d e t e r m i n a t i o n s  e m p l o y i n g  
a  p o s t - c o l u m n  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  r e a c t i o n ,  1 9 t h  A n n u a l  I n t e r n a t i o n a l  I o n  
C h r o m a t o g r a p h y  S y m p o s i u m ,  P i t t s b u r g h ,  P e n n s y l v a n i a ,  U S A ,  S e p t e m b e r  
2 0 0 6  
5 .  M a r t i n a  0 '  T o o l e ,  K i n g - T o n g  L a u ,  R o d e r i c k  S h e p h e r d  a n d  D e r m o t  
D i a m o n d ,  D e t e c t i o n  o f  N i t r i t e  b y  F l o w  I n j e c t i o n  A n a l y s i s  U s i n g  a  N o v e l  
P a i r e d  E m i t t e r - D e t e c t o r  D i o d e  ( P E D D )  a s  a  P h o t o m e t r i c  D e t e c t o r ,  S P l E  
O p t i c s  E a s t  2 0 0 7 ,  B o s t o n ,  U S A ,  S e p t e m b e r  2 0 0 7  
6 .  S o n i a  R a m i r e z - G a r c i a ,  M a r i a  d e l  M a r  B a e z a ,  M a r t i n a  O ' T o o l e ,  Y a n z h e  
W u ,  J a m e s  L a l o r ,  G o r d o n  G .  W a l l a c e  a n d  D e r m o t  D i a m o n d ,  F u l l y  
i n t e g r a t e d  p o l y m e r i c  m i c r o f l u i d i c  p l a t F o r m  f o r  e n v i r o n m e n t a l  a n a l y s i s ,  
I C F l A  2 0 0 7 ,  B e r l i n ,  G e r m a n y ,  S e p t e m b e r  2 0 0 7  
.  .  .  
V l l l  
N o v e l  I n t e g r a t e d  P a i r e d  E m i t t e r - D e t e c t o r  D i o d e  F l o w  A n a l y s i s  S y s t e m  
A b s t r a c t  
M y  P h D  p r o g r a m m e  o f  r e s e a r c h  a t  t h e  N a t i o n a l  C e n t r e  o f  S e n s o r  R e s e a r c h  h a s  f o c u s s e d  
o n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  m i n i a t u r i z e d  d e t e c t i o n  s y s t e m  b a s e d  o n  t h e  c o n c e p t  o f  a  P a i r e d  
E m i t t e r - D e t e c t o r  D i o d e  ( P E D D )  L E D  o p t i c a l  s e n s o r  a s  a  g e n e r i c  o p t i c a l  s e n s o r  p l a t f o r m  
f o r  c o l o r i m e t r i c  a n a l y s i s  a s  d e v e l o p e d  w i t h i n  t h e  r e s e a r c h  g r o u p .  T h i s  r e s e a r c h  w a s  
f u n d e d  b y  S c i e n c e  F o u n d a t i o n  I r e l a n d  ( S F I ) .  T h i s  n o v e l  o p t i c a l  s e n s o r  e m p l o y s  t w o  
L E D s ,  o p e r a t i n g  o n e  a s  a  l i g h t  s o u r c e  a n d  t h e  o t h e r  a s  a  l i g h t  d e t e c t o r .  T h e  e m i t t e r  L E D  
i s  f o r w a r d  b i a s e d  a n d  t h e  d e t e c t o r  r e v e r s e  b i a s e d .  A  s i m p l e  t i m e r  c i r c u i t  m e a s u r e s  t h e  
t i m e  t a k e n  f o r  t h e  p h o t o c u r r e n t  g e n e r a t e d  b y  t h e  e m i t t e r  L E D  t o  d i s c h a r g e  t h e  d e t e c t o r  
L E D  f r o m  5  V  ( l o g i c  I )  t o  1 . 7  V  ( l o g i c  0 ) .  
P E D D s  o f  v a r i o u s  w a v e l e n g t h s  a n d  d e s i g n s  w e r e  i n v e s t i g a t e d  a n d  i n i t i a l l y  c a l i b r a t e d  
u s i n g  p H  i n d i c a t o r  d y e s .  
T h e  P E D D  h a s  b e e n  a p p l i e d  a s  a n  i n e x p e n s i v e  d e t e c t o r  i n  a  f l o w - i n j e c t i o n  s y s t e m  f o r  
d e t e r m i n i n g  l o w  c o n c e n t r a t i o n  l e v e l s  o f  p h o s p h a t e  e m p l o y i n g  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e t h o d .  T h e  n o v e l  f l o w  d e t e c t o r  e m p l o y e d  w i t h i n  t h i s  m a n i f o l d  i s  a  
h i g h l y  s e n s i t i v e ,  l o w  c o s t ,  m i n i a t u r i z e d  l i g h t  e m i t t i n g  d i o d e  ( L E D )  b a s e d  f l o w  d e t e c t o r ,  
w h i c h  a c h i e v e d  a n  i m p r o v e d  L O D  i n  c o m p a r i s o n  t o  a  L E D - p h o t d i o d e  s e n s o r .  
T h e  P E D D  h a s  a l s o  b e e n  a p p l i e d  a s  a  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  i n  H P L C .  S e p a r a t i o n  o f  
t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n s ,  m a n g a n e s e  ( 1 1 )  a n d  c o b a l t  ( 1 1 )  w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a  N u c l e o s i l  
1 0 0 - 7  ( f u n c t i o n a l i s e d  w i t h  I D A  g r o u p s )  c o l u m n .  T h e  P E D D  w a s  c a l i b r a t e d  u s i n g  M n  ( 1 1 )  
a n d  C o  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x e s  p r o v i d i n g  a  l i n e a r  r e s p o n s e .  H i g h e r  s e n s i t i v i t y  a n d  i m p r o v e d  
p r e c i s i o n  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  P E D D  c o m p a r e d  t o  t h e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  U V - v i s  
v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r .  
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5 . 3 . 1  O P T I M I S A T I O N  O F  S I N G L E  W A V E L E N G T H  P E D D  F L O W  C E L L  D E T E C T O R  1 2 8  
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V A L I D A T I O N  O F S I N G L E  W A V E L E N G T H  P E D D  F L O W  C E L L  D E T E C T O R  1 3  1  
5 . 3 . 3  C A L I B R A T I O N  U S I N G  T H E  S I N G L E  W A V E L E N G T H  P E D D  F L O W  C E L L  A N D  U V -  
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6 .  O V E R V I E W  A N D  F U T U R E  W O R K  
-
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A  A P P E N D I X  
-
1 5 5  
C H A P T E R  1  
I N T R O D U C T I O N  
1 .  I n t r o d u c t i o n  
I  I  E l e c t r o m a g n e t i c  R a d i a t i o n  
E l e c t r o m a g n e t i c  r a d i a t i o n  i s  t h e  p h e n o m e n o n  o f  e l e c t r o m a g n e t i c  w a v e s  p r o d u c e d  b y  
t h e  m o t i o n  o f  e l e c t r i c a l l y  c h a r g e d  p a r t i c l e s  [ I ] .  T h e  f r e q u e n c y  o f  r a d i a t i o n  i s  d i r e c t l y  
p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  e n e r g y  o f  a  p h o t o n .  T h e  a m o u n t  o f  e n e r g y  t r a n s f e r r e d  p e r  p h o t o n  
i s  g i v e n  b y  t h e  E i n s t e i n - P l a n c k  r e l a t i o n  [ 2 ]  :  
E q u a t i o n  1 . 1  
w h e r e  E  =  e n e r g y  i n  j o u l e s  
h  =  P l a n c k ' s  c o n s t a n t  ( 6 . 6 2  x  1 0 " ~  J . s )  
v  =  f r e q u e n c y  o f  r a d i a t i o n  i n  h e r t z  ( H z ,  o r  s - I )  
c  =  s p e e d  o f  l i g h t  ( 3  .OO x  1 0 '  m s - ' )  
3 L  =  w a v e l e n g t h  ( m )  
T h e  i n t e n s i t y  o f  a  b e a m  o f  r a d i a t i o n  d e p e n d s  o n  t h e  q u a n t i t y  o f  p h o t o n s  p e r  u n i t  t i m e  
p e r  u n i t  a r e a ,  b u t  t h e  q u a n t u m  e n e r g y  ( E )  p e r  p h o t o n  i s  a l w a y s  t h e  s a m e  f o r  a  g i v e n  
f r e q u e n c y  o f  t h e  r a d i a t i o n .  T h e  a b s o r p t i o n  o f  r a d i a t i o n  a t  v a r i o u s  w a v e l e n g t h s  i s  
s u r n m a r i s e d  i n  T a b l e  1 . 1  [ 2 ] .  
T a b l e  1 . 1  I n t e r a c t i o n  o f  r a d i a t i o n  w i t h  m a t t e r  [ 2 ] .  
R a d i a t i o n  A b s o r b e d  
I  
E n e r g y  C h a n g e s  I n v o l v e d  
V i s i b l e ,  u l t r a v i o l e t ,  o r  X - r a y  
I n f r a r e d  
F a r - i n f r a r e d  o r  m i c r o w a v e  
R a d i o - f r e q u e n c y  
E l e c t r o n i c  t r a n s i t i o n s ,  v i b r a t i o n a l  o r  r o t a t i o n a l  
t r a n s i t i o n s  
I  M o l e c u l a r  v i b r a t i o n a l  c h a n g e s  w i t h  s u p e r i m p o s e d  
r o t a t i o n a l  c h a n g e s  
R o t a t i o n a l  c h a n g e s  
T o o  w e a k  t o  b e  o b s e r v e d  e x c e p t  u n d e r  a n  i n t e n s e  
m a g n e t i c  f i e l d  
P h o t o n s  o f  t h e  h i g h e s t  e n e r g y  c o r r e s p o n d  t o  s h o r t e r  w a v e l e n g t h s .  T h e  e l e c t r o m a g n e t i c  
s p e c t r u m  c o n s i s t s  o f  a  w i d e  r a n g e  o f  w a v e l e n g t h s  ( a n d  p h o t o n  e n e r g i e s )  a s  s h o w n  i n  
F i g u r e  1 . 1 .  T h e  U V  -  v i s  r e g i o n  e x t e n d s  f r o m  1 9 0  -  4 0 0  n m  ( U V )  a n d  f r o m  4 0 0 - 8 0 0  
n r n  ( v i s )  [ 3 ] .  
e l e c t r o m a g n e t i c  s p e c t r u m  
8 8  M H z  6 0  H z  
4m 
E N G T H  ( N a n o m e t e r s ]  
P i g u r e  1 . 1  T h e  E l e c t r o m a g n e t i c  S p e c t r u m  [ 4 ] .  
M o l e c u l a r  A b s o r p t i o n  
A b s o r p t i o n  i n  t h e  U V  a n d  v i s i b l e  r e g i o n  c a u s e s  e x c i t a t i o n  o f  e l e c t r o n s  t o  h i g h e r  
e n e r g y  l e v e l s .  I n  g e n e r a l ,  t i g h t l y  h e l d  e l e c t r o n s  w i l l  r e q u i r e  e n e r g e t i c  p h o t o n s  ( o f  
s h o r t  w a v e l e n g t h )  t o  a c c o m p l i s h  a b s o r p t i o n ,  w h e r e a s  m o r e  l o o s e l y  h e l d  ( d e l o c a l i s e d )  
e l e c t r o n s  c a n  b e  e x c i t e d  w i t h  l o n g e r  w a v e l e n g t h  r a d i a t i o n  [ 5 ] .  
T h e  a b s o r p t i o n  o f  U V  o r  v i s i b l e  r a d i a t i o n  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  e x c i t a t i o n  o f  o u t e r  
e l e c t r o n s .  T h e  m a i n  t y p e s  o f  e l e c t r o n i c  t r a n s i t i o n s  c a n  b e  c a t e g o r i s e d  a s  s h o w n  i n  
F i g u r e  1 . 2  [ 6 ] ;  
W a v e l e n g t h ,  n m  
1  O 6  1 0 0 , 0 0 0  5 0 , 0 0 0  3 3 , 0 0 0  2 5 , 0 0 0  2 0 , 0 0 0  1 6 , 6 6 7  1 4 , 2 8 6  1 2 , 5 0 0  
5 '  
a  1  t  t  
F i g u r e  1 . 2  U l t r a v i o l e t  a n d  v i s i b l e  r e g i o n s  o f  t h e  s p e c t r u m  a n d  t h e  t y p e s  o f  
a b s o r p t i o n  b a n d s  t h a t  m o s t  o f t e n  o c c u r  [ 5 ]  
4  -  
E l e c t r o n s  a r e  p r o m o t e d  f r o m  t h e i r  g r o u n d  s t a t e  t o  a n  e x c i t e d  s t a t e ,  w h e n  a n  a t o m  o r  
m o l e c u l e  a b s o r b s  e n e r g y .  A n  a t o m  c a n  r o t a t e  a n d  v i b r a t e  w i t h i n  a  m o l e c u l e  r e s u l t i n g  
i n  d i s c r e t e  e n e r g y  l e v e l s ,  w h i c h  c a n  b e  c o n s i d e r e d  a s  b e i n g  p a c k e d  o n  t o p  o f  e a c h  
e l e c t r o n i c  l e v e l  ( F i g u r e  1 . 3 ) .  
1  F a r  U V , - ~ ~  N e a r  u v - 9  
V ~ s i b l e  ->j 
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I  e  I  
0  I  1  1  
0  1 0 0  2 0 0  3 0 0  4 0 0  5 0 0  6 0 0  TOO 8 0 0  
n  +  a *  T r a n s i t i o n s  
S a t u r a t e d  c o m p o u n d s  c o n t a i n i n g  a t o m s  w i t h  l o n e  p a i r s  ( n o n - b o n d i n g  e l e c t r o n s )  a r e  
c a p a b l e  o f  n  +  o *  t r a n s i t i o n s .  T h e s e  t r a n s i t i o n s  u s u a l l y  n e e d  l e s s  e n e r g y  t h a n  o  +  o  *  
t r a n s i t i o n s .  T h e y  c a n  b e  i n i t i a t e d  b y  l i g h t  w h o s e  w a v e l e n g t h  i s  i n  t h e  r a n g e  1 5 0  -  2 5 0  
n r n .  T h e  n u m b e r  o f  o r g a n i c  f u n c t i o n a l  g r o u p s  w i t h  n  +  o *  p e a k s  i n  t h e  U V  r e g i o n  i s  
s m a l l .  
n  +  n *  a n d  n  +  n *  T r a n s i t i o n s  
M o s t  a b s o r p t i o n  s p e c t r o s c o p y  o f  o r g a n i c  c o m p o u n d s  i s  b a s e d  o n  t r a n s i t i o n s  o f  n  o r  n  
e l e c t r o n s  t o  t h e  n *  e x c i t e d  s t a t e .  T h i s  i s  b e c a u s e  t h e  a b s o r p t i o n  p e a k s  f o r  t h e s e  
t r a n s i t i o n s  f a l l  i n  t h e  s p e c t r a l  r e g i o n  o f  1 9 0  -  8 0 0  n m  o r  h i g h e r .  T h e s e  t r a n s i t i o n s  n e e d  
a n  u n s a t u r a t e d  g r o u p  i n  t h e  m o l e c u l e  t o  p r o v i d e  t h e  n  e l e c t r o n s .  
T h e  t y p e  o f  t r a n s i t i o n  c a n  b e  i d e n t i f i e d  b y  t h e  s p e c t r a l  r e g i o n s  i n  w h i c h  t h e y  a r e  
g e n e r a l l y  f o u n d ,  t h e i r  r e l a t i v e  a b s o r p t i o n  i n t e n s i t i e s ,  a n d  i n  s o m e  c a s e s  b y  s p e c t r a l  
s h i f t s  w h e n  t h e  s o l v e n t  i s  v a r i e d .  A n  e x a m p l e  o f  s o m e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  a n d  t h e i r  
t r a n s i t i o n s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  1 . 2 .  
T a b l e  1 . 2  A b s o r p t i o n  m a x i m a  o f  n o n c o n j u g a t e d  c h r o m o p h o r e s  [ 3 ]  
A s  a  r u l e ,  e n e r g e t i c a l l y  f a v o r e d  e l e c t r o n  p r o m o t i o n  w i l l  b e  f r o m  t h e  h i g h e s t  o c c u p i e d  
m o l e c u l a r  o r b i t a l  ( H O M O )  t o  t h e  l o w e s t  u n o c c u p i e d  m o l e c u l a r  o r b i t a l  ( L U M O ) ,  a n d  
t h e  r e s u l t i n g  s p e c i e s  i s  c a l l e d  a n  e x c i t e d  s t a t e [ 6 ] .  
1 . 3  T h e  B e e r - L a m b e d  L a w  
T h e  B e e r - L a m b e r t  l a w  f o r m s  t h e  b a s i s  o f  l i g h t  a b s o r b a n c e  m e a s u r e m e n t s  o n  g a s e s  
a n d  s o l u t i o n s  i n  t h e  U V - V i s i b l e  a n d  I R - r e g i o n  [ 7 ] .  A  l i g h t  b e a m  o f  i n t e n s i t y  I. s t r i k e s  
a  s a m p l e  s o l u t i o n  w i t h i n  a  q u a r t z  o r  g l a s s  c e l l .  O n  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  c e l l ,  t h e  l i g h t  
b e a m  h a s  a  r e d u c e d  i n t e n s i t y ,  I  d u e  t o  r e f l e c t i o n  l o s s e s  a t  t h e  c e l l ,  a b s o r b a n c e  i n  t h e  
s a m p l e  a n d  b y  s c a t t e r i n g  a t  d i s p e r s e d  p a r t i c l e s  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 5 .  
R e f l e c t i o n  
S o u r c e  
I  
D e t e c t o r  
F i g u r e  1 . 5  I n t e n s i t y  l o s s  o f  a  l i g h t  b e a m  o f  i n t e n s i t y  Z o  b y  r e f l e c t i o n ,  s c a t t e r i n g  
a n d  a b s o r p t i o n  [ 3 ] .  
F o r  t h e  B e e r - L a m b e r t  l a w  t o  h o l d ,  a n y  a b s o r b a n c e  l o s s e s  w h i c h  o c c u r  M U S T  b e  d u e  
t o  d i s s o l v e d  s a m p l e  o n l y .  T o  c o m p e n s a t e  f o r  a n y  l o s s e s  d u e  t o  r e f l e c t i o n  a n d  
s c a t t e r i n g  a  s e c o n d  s p e c t r u m  i s  t a k e n  o f  t h e  s o l v e n t  a n d  s a m p l e  m a t r i x  o n l y  a n d  t h e  
t r a n s m i t t a n c e  T  i s  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :  
E q u a t i o n  1 . 2  
A b s o r b a n c e  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  n u m b e r  o f  a b s o r b i n g  s p e c i e s  i n  t h e  i l l u m i n a t e d  p a r t  
o f  t h e  c e l l .  A b s o r b a n c e ,  A ,  i s  d e f i n e d  b y  t h e  e q u a t i o n  
E q u a t i o n  1 . 3  
A b s o r b a n c e  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  c e l l  p a t h  l e n g t h  1, c m ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
s o l u t i o n  C ,  m o l ~ - l ,  a n d  a  s u b s t a n c e  s p e c i f i c  p r o p o r t i o n a l i t y  c o n s t a n t  E  c a l l e d  t h e  
m o l a r  a b s o r p t i v i t y  o r  m o l a r  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t ,  ~ m o 1 " c r n " .  T h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  
m o l a r  a b s o r p t i v i t y  i s  g o v e r n e d  b y  t h e  s i z e  o f  t h e  a b s o r b i n g  s p e c i e s  a n d  b y  t h e  
p r o b a b i l i t y  o f  t h e  t r a n s i t i o n .  
A = & l  E q u a t i o n  1 . 4  
H e n c e ,  f o r  a n  a b s o r b i n g  s p e c i e s  i n  s o l u t i o n ,  i f  t h e  B e e r - L a m b e r t  l a w  i s  o b e y e d ,  t h e  
a b s o r b a n c e  a t  a  p a r t i c u l a r  w a v e l e n g t h  i s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n .  I t  
f o l l o w s  t h a t  p r o v i d e d  o t h e r  m e c h a n i s m s  f o r  r e d u c t i o n  i n  t r a n s m i t t e d  i n t e n s i t y  c a n  b e  
c o m p e n s a t e d  f o r  t h r o u g h  r e f e r e n c e  m e a s u r e m e n t s  ( e . g .  s o l v e n t  e f f e c t s ,  s c a t t e r i n g ,  c o -  
a b s o r b i n g  s p e c i e s  e t c . )  t h e n  t h e  m e a s u r e d  a b s o r b a n c e  c a n  b e  e a s i l y  c o n v e r t e d  i n t o  a n  
e s t i m a t i o n  o f  c o n c e n t r a t i o n  [ 8 ] .  
D e s p i t e  t h e  u s e  o f  b l a n k s  o r  r e f e r e n c e  m e a s u r e m e n t s  t o  a c c o u n t  f o r  l o s s e s  d u e  t o  
r e f l e c t i o n  o r  s c a t t e r i n g  ( F i g u r e  1 3 ,  d e v i a t i o n s  f r o m  B e e r - L a m b e r t  l a w  c a n  o c c u r  d u e  
t o  t h e  f o l l o w i n g :  
1 .  T h e  b a n d w i d t h  ( A h )  o f  t h e  i n c i d e n t  b e a m  s h o u l d  b e  v e r y  n a r r o w ,  i d e a l l y  
a p p r o x i m a t i n g  m o n o c h r o m a t i c  r a d i a t i o n .  D e v i a t i o n s  f r o m  t h e  B e e r - L a m b e r t  
b e h a v i o u r  i n c r e a s e  a s  A h  i n c r e a s e s ,  p a r t i c u l a r l y  w h e n  t h e  Ah i s  g r e a t e r  t h a n  
t h e  s p e c t r a l  w i d t h  o f  t h e  a b s o r p t i o n  b a n d  o f  t h e  a b s o r b i n g  s p e c i e s .  
2 .  D e v i a t i o n s  a l s o  o c c u r  i n  h i g h l y  a b s o r b i n g  o r  h i g h l y  s c a t t e r i n g  m e d i a .  B o t h  o f  
t h e s e  e f f e c t s  y i e l d  a  v e r y  l i m i t e d  l i n e a r  r a n g e  f o r  t h e  a b s o r b a n c e - c o n c e n t r a t i o n  
r e l a t i o n s h i p .  
3 .  S t r a y  L i g h t  
S t r a y  L i g h t  
A s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 . 6  [ 9 ]  :  
I. =  i n t e n s i t y  o f  i n c i d e n t  l i g h t  ( I o  i s  c o n s t a n t )  
I  =  i n t e n s i t y  o f  t r a n s m i t t e d  l i g h t  ( I  d e c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n )  
I s  =  i n t e n s i t y  o f  s t r a y  l i g h t  ( A s s u m e  I s  i s  c o n s t a n t )  
T y p i c a l l y  I. > > >  I s  
F i g u r e  1 . 6  S c h e m a t i c  o f  t h e  e f f e c t  o f  s t r a y  l i g h t  o n  t h e  B e e r - L a m b e r t  l a w .  
A b s e n c e  o f  s a m p l e  =  I. +  I s  
P r e s e n c e  o f  s a m p l e  =  I  +  I s  
-  
-, 
T h e r e f o r e  A  =  l o g  
S a m p l e  
A t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  A  =  l o g  
a s  I. > >  I s  a n d  I o b s e r v e d  =  1  +  I S ,  1  > >  I S  t h e r e f o r e  I o b s e r v e d  
I  
H e n c e  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  B e e r - L a m b e r t  l a w  h o l d s  a s  A  =  l o g  ( I 0 / )  
A t  h i g h  c o n c e n t r a f i s n s  I s  > > >  I  a n d  I  a p p r o a c h e s  I l h i t c d  a s  m o s t  o f  t h e  l i g h t  i s  
a b s o r b e d  b y  t h e  s a m p l e  
A  =  l o g  ( ' A )  w h e r e  T o  a n d  I s  a r e  c o n s t a n t s  t h e r e f o r e  A  n o  l o n g e r  c h a n g e s .  T h i s  
r e s u l t s  i n  a  n o d i n e a r  p l o t  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  11.7. 
C o n c e n t r a t i o n  
F i g u r e  1 . 7  D e v i a t i o n  f r o m  B e e r - L a m b e r t  l a w  s h o w i n g  o n s e t  o f  n o n l i n e a r i t y  a t  
h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  
A s  s h o w n  i n  F i g u r e -  1 . 7  w h e n  I  = I o  l i t t l e  o r  n o  a b s o r b a n c e  i s  t a k i n g  p l a c e  t h e r e f o r e  
( I k )  =  1  ~ l ~ d  c o n s e q u e n t l y  l o g  ( ' 0  =  O .  
I .  4  
U l t r a v i o l e t -  V i s i b l e  ( U V - v i s )  I n s t r u m e n t a t i o n  
1 . 4 . 1  S p e c t r o p h o t o m e t e r s  
S p e c t r o p h o t o m e t e r s  m e a s u r e  t h e  r a t i o  o f  i n c i d e n t  e n e r g y  t o  t r a n s m i t t e d  e n e r g y .  I n  i t s  
s i m p l e s t  f o r m  a  s p e c t r o p h o t o m e t e r  c o m p r i s e s  o f  a  p o l y c h r o m a t i c  b r o a d  s p e c t r u m  
s o u r c e ,  a  m o n o c h r o m a t o r ,  s a m p l e  c e l l ( s ) ,  d e t e c t o r  a n d  a  c o m p u t e r  f o r  d a t a  a c q u i s i t i o n  
a n d  s t o r a g e .  T h e  f u n c t i o n  o f  a  U V - v i s i b l e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  s y s t e m  i s  t o  r e c o r d  h o w  
m u c h  l i g h t  i s  a b s o r b e d  b y  a n  a n a l y t i c a l  s a m p l e .  T h e  m e a s u r e m e n t  i s  m a d e  a t  a  
s p e c i f i c  w a v e l e n g t h  (A), s e l e c t e d  w i t h i n  t h e  u l t r a v i o l e t  a n d  v i s i b l e  r a n g e  -  
a p p r o x i m a t e l y  1 9 0  t o  8 0 0  n m .  A l l  s p e c t r o p h o t o m e t e r s  p a s s  t h e  l i g h t  e n e r g y  f r o m  t h e  
s o u r c e  t h r o u g h  a n  e n t r a n c e  s l i t  o f  f a i r l y  n a r r o w  d i m e n s i o n s .  T h e  l i g h t  p a s s i n g  
t h r o u g h  t h e  e n t r a n c e  s l i t  t h e n  p r o c e e d s  t o  a  c o l l i m a t i n g  e l e m e n t  w h i c h  c o l l e c t s  
p a r a l l e l  l i g h t  r a y s  a n d  d i r e c t s  t h e m  t h r o u g h  t h e  r e s t  o f  t h e  i n s t r u m e n t .  
S p e c t r o p h o t o m e t e r s  c a n  b e  c a t e g o r i z e d  i n t o  t w o  t y p e s :  d i s p e r s i v e  s p e c t r o p h o t o m e t e r s  
a n d  d i o d e  a r r a y  s p e c t r o p h o t o m e t e r s .  
1 . 4 . 1 . 1  D i s p e r s i v e  S p e c t r o p h o t o m e t e r  
I n  d i s p e r s i v e  s p e c t r o p h o t o m e t e r s ,  t h e  g r a t i n g  i s  m o v e d  e i t h e r  b y  a  s t e p p i n g  m o t o r  o r  
b y  a  m e c h a n i c a l  a r m  w h i c h  d i r e c t s  l i g h t  o f  d i s c r e t e  w a v e l e n g t h s  t h r o u g h  a n  e x i t  s l i t  
a n d  o n t o  t h e  s a m p l e .  C o m m o n  d e t e c t o r s  u s e d  i n  t h i s  c o n f i g u r a t i o n  a r e  t y p i c a l l y  e i t h e r  
s i l i c o n  p h o t o d i o d e s  o r  p h o t o m u l t i p l i e r  t u b e s  i n  t h e  U V - v i s  r e g i o n  a n d  l e a d  s u l f i d e  
( P b S )  d e t e c t o r s  f o r  t h e  N I R  r e g i o n .  
B a s i c  ( S i n g l e - B e a m )  S y s t e m  
T h e  b a s i c  l a y o u t  o f  a  s i n g l e - b e a m  U V - v i s i b l e  s y s t e m  i s  g i v e n  i n  F i g u r e  1 . 8 .  T h e  l i g h t  
s o u r c e  i s  c o m m o n l y  a  c o m b i n e d  d e u t e r i u m  l a m p  ( f o r  U V  l i g h t )  a n d  t u n g s t e n - f i l a m e n t  
l a m p  ( f o r  v i s i b l e  l i g h t ) .  T h e  s o u r c e  c a n  b e  s e l e c t e d  b y  a  s w i t c h a b l e  m i r r o r  a s  r e q u i r e d .  
T h e  i n s t r u m e n t  a u t o m a t i c a l l y  s w i t c h e s  b e t w e e n  t h e  t w o  s o u r c e s  d u r i n g  a  s c a n  t o  
T A B L E  O F  C O N T E N T S  
1 .  I N T R O D U C T I O N  
-
6  
E L E C T R O M A G N E T I C  R A D I A T I O N  
M O L E C U L A R  A B S O R P T I O N  
T H E  B E E R - L A M B E R T  L A W  
U L T R A V I O L E T - V I S I B L E  ( U V - V I S )  I N S T R U M E N T A T I O N  
S P E C T R O P H O T O M E T E R S  
L I G H T  E M I T T I N G  D I O D E S  
S E M I C O N D U C T O R S  
D O P I N G  
P - N  J U N C T I O N  
L E D S  - F O R W A R D  B I A S E D  P - N  J U N C T I O N  D I O D E  
P H O T O D I O D E S  A N D  L E D s  -  R E V E R S E  B I A S E D  P - N  J U N C T I O N  D I O D E  
L E D s  I N  O P T I C A L  S E N S I N G  D E V I C E S  
I N T R O D U C T I O N  O F  L E D s  I N  O P T I C A L  S E N S O R S  
L E D S  C O U P L E D  W I T H  P H O T O T R A N S I S T O R S  A S  A  D E T E C T O R  
L E D S  C O U P L E D  W I T H  P H O T O D I O D E S  A  A  D E T E C T O R  
L E D S  C O U P L E D  W I T H  L D R S  A S  A  D E T E C T O R  
D U A L  L E D s  A S  A  L I G H T  S O U R C E  
B I -  /  T R I -  C O L O U R  L E D s  A S  A  L I G H T  S O U R C E  
M U L T I  - L E D s  A S  A  L I G H T  S O U R C E  
L E D s  A S  L I G H T  D E T E C T O R S  
2 .  P H O T O M E T R I C  D E T E C T I O N  I N  F L O W  A N A L Y S I S  
-
U S I N G  I N T E G R A T E D  P E D D S  3 6  
2 . 1  I N T R O D U C T I O N  
2 . 2  P A I R E D  E M I T T E R - D E T E C T O R  D I O D E  ( P E D D )  
2 . 2 . 1  A N A L Y T I C A L  M O D E L  
2 . 2 . 2  T H E  C I R C U I T R Y  
2 . 2 . 3  D A T A  C A P T U R E  4  1  
2 . 2 . 4  P R O J E C T  A I M  4 2  
2 . 2 . 5  P E D D  F O R  C O L O R I M E T R I C  F L O W  A N A L Y S I S  4 3  
2 . 3  E X P E R I M E N T A L  P R O C E D U R E  4 6  
2 . 3 . 1  C H E M I C A L S  4 6  
2 . 3 . 2  R E A G E N T S  A N D  S O L U T I O N S  4 7  
2 . 3 . 3  V A L I D A T I O N  O F  T H E  P E D D  F L O W  S Y S T E M  4 7  
2 . 3 . 4  O P T ~ M ~ S A T I O N  O F  T H E  P E D D  L I G H T  I N T E N S I T Y  4 9  
2 . 3 . 5  I N V E S T I G A T ~ O N  O F  F L O W  E F F E C T  O N  T H E  P E D D  R E S P O N S E  5 0  
2 . 3 . 6  C A L I B R A T I O N  O F  T H E  P E D D  F L O W  C E L L S  W I T H  B R O M O C R E S O L  G R E E N  A N D  
A N I L I N E  B L U E  5  1  
2 . 3 . 7  C O M P A R I S O N  O F  R E S U L T S  W I T H  A  P L A T E W E L L  R E A D E R  5  2  
2 . 3 . 8  U S I N G  P E D D  T O  M O N I T O R  C O L O U R  C H A N G E S  5 3  
2 . 4  R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N  5 4  
2 . 4 . 1  V A L I D A T I O N  O F  T H E  P E D D  F L O W  S Y S T E M  5  4  
2 . 4 . 2  O P T I M I S A T I O N  O F  T H E  P E D D  L I G H T  I N T E N S I T Y  5 6  
2 . 4 . 3  I N V E S T I G A T I O N  F  F L O W  E F F E C T  O N  T H E  P E D D  R E S P O N S E  
5  8  
2 . 4 . 4  C A L I B R A T I O N  O F  T H E  P E D D  F L O W  C E L L  6 0  
2 . 4 . 5  C O M P A R I S O N  O F  R E S U L T S  W I T H  A  p Q ~ ~ ~ ~ T M  P L A T E W E L L  R E A D E R  6 5  
2 . 4 . 6  U S I N G  P E D D  T O  M O N I T O R  C O L O U R  C H A N G E S  6 7  
2 . 5  C O N C L U S I O N  6 9  
3 .  D E T E R M I N A T I O N  O F  P H O S P H A T E  U S I N G  A  
-
H I G H L Y  S E N S I T I V E  P A I R E D  E M I T T E R - D E T E C T O R  
D I O D E  F L O W  D E T E C T O R  7 0  
3 . 1  I N T R O D U C T I O N  7 0  
3 . 2  P E D D  A N D  L E D - P D  7 2  
3 . 2 . 1  A N A L Y T I C A L  M O D E L  7 2  
3 . 2 . 2  T H E  C I R C U I T R Y  7 3  
3 . 2 . 3  D A T A  C A P T U R E  7 4  
3 . 2 . 4  P R O J E C T  A I M  7 5  
3 . 2 . 5  
F A B R I C A T I O N  O F  P E D D  A N D  L E D - P D  F L O W  C E L L  D E T E C T O R S  
7  6  
3 . 3  E X P E R I M E N T A L  P R O C E D U R E  
3 . 3 . 1  E Q U I P M E N T  
3 . 3 . 2  C H E M I C A L S  
3  3 . 3  R E A G E N T S  A N D  S O L U T I O N S  
3 . 3 . 4  M E A S U R E M E N T  P R O C E D U R E  
3 . 3 . 5  O P T I M I S A T I O N  O F  S T A N D A R D  P R O C E D U R E  
3 . 3 . 6  
C A L I B R A T I O N  U S I N G  T H E  P E D D  A N D  L E D - P D  F L O W  C E L L  
3 . 4  R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N  
3 . 4 . 1  O P T I M I S A T I O N  S T A N D A R D  P R O C E D U R E  
3 . 4 . 2  C A L I B R A T I O N  U S I N G  T H E  P E D D  F L O W  C E L L  A N D  
S P E C T R O P H O T O M E T E R  
3 . 5  C O N C L U S I O N S  
7 8  
7  8  
7 9  
7 9  
8 0  
8  1  
8 4  
8 5  
8  5  
T H E  U V - V I S  
9 0  
9 4  
4 .  N O V E L  I N T E G R A T E D  P E D D  A S  A  M I N I A T U R I Z E D  
-
P H O T O M E T R I C  D E T E C T O R  I N  H P L C  9 5  
4 . 1  I N T R O D U C T I O N  9 5  
4 . 1 . 1  P R O J E C T  A I M  9 7  
4 . 2  E X P E R I M E N T A L  P R O C E D U R E  9 8  
4 . 2 . 1  E Q U I P M E N T  9  8  
4 . 2 . 2  C H E M I C A L S  9 9  
4 . 2 . 3  R E A G E N T S  A N D  S O L U T I O N S  1 0 0  
4 . 2 . 4  F A B R I C A T I O N  A D  O P E R A T I O N  O F  I N T E G R A T E D  P E D D  F L O W  C E L L  D E T E C T O R  
1 0 1  
4 . 2 . 5  M E A S U R E M E N T  P R O C E D U R E  1 0  1  
4 . 2 . 6  O P T I M I S A T I O N  F  H P L C  A N D  P E D D  F L O W  C E L L  C O N D I T I O N S  1 0 2  
4 . 2 . 7  S E P A R A T I O N  A N D  D E T E C T I O N  O F  M A N G A N E S E  ( 1 1 )  A N D  C O B A L T  ( 1 1 )  P A R  
C O M P L E X E S  1 0 3  
4 . 2 . 8  C A L I B R A T I O N  U S I N G  T H E  P E D D  F L O W  C E L L  A N D  T H E  U V - V I S  
S P E C T R O P H O T O M E T E R  1 0 3  
4 . 3  R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N  1 0 4  
4 . 3 . 1  O P T I M I S A T I O N  O F  H P L C  A N D  P E D D  F L O W  C E L L  C O N D I T I O N S  1 0 4  
4 . 3 . 2  S E P A R A T I O N  A N D  D E T E C T I O N  O F  M A N G A N E S E  ( 1 1 )  A N D  C O B A L T  ( 1 1 )  P A R  
C O M P L E X E S  1 0 7  
4 . 3 . 3  C A L I B R A T I O N  U S I N G  T H E  P E D D  F L O W  C E L L  A N D  T H E  U V - V I S  
S P E C T R O P H O T O M E T E R  1 0 9  
4 . 4  C O N C L U S I O N S  1 1 4  
5 .  L I M I T  O F  D E T E C T I O N  I M P R O V E M E N T S  I N  H P L C  
-
E M P L O Y I N G  A  P E D D  D U A L  W A V E L E N G T H  
M O N I T O R I N G  P R O C E D U R E  1 1 5  
5 . 1  I N T R O D U C T I O N  1 1 5  
5 . 1 . 1  P R O J E C T  A I M  1 1 8  
5 . 2  E X P E R I M E N T A L  P R O C E D U R E  1 1 9  
5 . 2 . 1  E Q U I P M E N T  1 1 9  
5 . 2 . 2  C H E M I C A L S  1 2 0  
5 . 2 . 3  R E A G E N T S  A N D  S O L U T I O N S  1 2 0  
5 . 2 . 4  F A B R I C A T I O N  A D  O P E R A T I O N  O F  I N T E G R A T E D  P E D D  F L O W  C E L L  D E T E C T O R  
1 2 1  
5 . 2 . 5  M E A S U R E M E N T  P R O C E D U R E  1 2 3  
5 . 2 . 6  O P T I M I S A T I O N  F  S I N G L E  W A V E L E N G T H  P E D D  F L O W  C E L L  D E T E C T O R  1 2 4  
5 . 2 . 7  V A L I D A T I O N  O F S I N G L E  W A V E L E N G T H  P E D D  F L O W  C E L L  D E T E C T O R  1 2 5  
5 . 2 . 8  C A L I B R A T I O N  U S I N G  T H E  S I N G L E  W A V E L E N G T H  P E D D  F L O W  C E L L  A N D  U V -  
V I S  S P E C T R O P H O T O M E T E R  1 2 5  
5 . 2 . 9  O P T I M ~ S A T ~ O N  O F  D U A L  W A V E L E N G T H  P E D D  F L O W  C E L L  D E T E C T O R  1 2 6  
5 . 3  R E S U L T S  A N D  D I S C U S S I O N  1 2 8  
5 . 3 . 1  O P T I M ~ S A T I O N  O F  S I N G L E  W A V E L E N G T H  P E D D  F L O W  C E L L  D E T E C T O R  1 2 8  
5 . 3 . 2  
V A L I D A T I O N  O F  S I N G L E  W A V E L E N G T H  P E D D  F L O W  C E L L  D E T E C T O R  1 3  1  
5 . 3 . 3  C A L I B R A T I O N  U S I N G  T H E  S I N G L E  W A V E L E N G T H  P E D D  F L O W  C E L L  A N D  U V -  
V I S  S P E C T R O P H O T O M E T E R  1 3 5  
5 . 3 . 4  
O P T ~ M I S A T I O N  O F  D U A L  W A V E L E N G T H  P E D D  F L O W  C E L L  D E T E C T O R  1 3  8  
5 . 4  C O N C L U S I O N S  1 4 7  
6 .  O V E R V I E W  A N D  F U T U R E  W O R K  
-
1 4 9  
A  A P P E N D I X  
- 1 5 5  
1 .  I n t r o d u c t i o n  
I .  1  E l e c t r o m a g n e t i c  R a d i a t i o n  
E l e c t r o m a g n e t i c  r a d i a t i o n  i s  t h e  p h e n o m e n o n  o f  e l e c t r o m a g n e t i c  w a v e s  p r o d u c e d  b y  
t h e  m o t i o n  o f  e l e c t r i c a l l y  c h a r g e d  p a r t i c l e s  [ I ] .  T h e  f r e q u e n c y  o f  r a d i a t i o n  i s  d i r e c t l y  
p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  e n e r g y  o f  a  p h o t o n .  T h e  a m o u n t  o f  e n e r g y  t r a n s f e r r e d  p e r  p h o t o n  
i s  g i v e n  b y  t h e  E i n s t e i n - P l a n c k  r e l a t i o n  [ 2 ]  :  
E q u a t i o n  1 . 1  
w h e r e  E  =  e n e r g y  i n  j o u l e s  
h  =  P l a n c k ' s  c o n s t a n t  ( 6 . 6 2  x  1  o " ~  J . s )  
v  =  f r e q u e n c y  o f  r a d i a t i o n  i n  h e r t z  ( H z ,  o r  s " )  
c  =  s p e e d  o f  l i g h t  ( 3  - 0 0  x  1  o 8  m s - ' )  
h  =  w a v e l e n g t h  ( m )  
T h e  i n t e n s i t y  o f  a  b e a m  o f  r a d i a t i o n  d e p e n d s  o n  t h e  q u a n t i t y  o f  p h o t o n s  p e r  u n i t  t i m e  
p e r  u n i t  a r e a ,  b u t  t h e  q u a n t u m  e n e r g y  ( E )  p e r  p h o t o n  i s  a l w a y s  t h e  s a m e  f o r  a  g i v e n  
f r e q u e n c y  o f  t h e  r a d i a t i o n .  T h e  a b s o r p t i o n  o f  r a d i a t i o n  a t  v a r i o u s  w a v e l e n g t h s  i s  
s u m m a r i s e d  i n  T a b l e  1 . 1  [ 2 ] .  
T a b l e  1 . 1  I n t e r a c t i o n  o f  r a d i a t i o n  w i t h  m a t t e r  [ 2 ] .  
R a d i a t i o n  A b s o r b e d  
I  
-
V i s i b l e ,  u l t r a v i o l e t ,  o r  X - r a y  
I n f r a r e d  
F a r - i n f r a r e d  o r  m i c r o w a v e  
R a d i o - f r e q u e n c y  
E n e r g y  C h a n g e s  I n v o l v e d  
E l e c t r o n i c  t r a n s i t i o n s ,  v i b r a t i o n a l  o r  r o t a t i o n a l  
t r a n s i t i o n s  
M o l e c u l a r  v i b r a t i o n a l  c h a n g e s  w i t h  s u p e r i m p o s e d  
r o t a t i o n a l  c h a n g e s  
R o t a t i o n a l  c h a n g e s  
T o o  w e a k  t o  b e  o b s e r v e d  e x c e p t  u n d e r  a n  i n t e n s e  
m a g n e t i c  f i e l d  
P h o t o n s  o f  t h e  h i g h e s t  e n e r g y  c o r r e s p o n d  t o  s h o r t e r  w a v e l e n g t h s .  T h e  e l e c t r o m a g n e t i c  
s p e c t r u m  c o n s i s t s  o f  a  w i d e  r a n g e  o f  w a v e l e n g t h s  ( a n d  p h o t o n  e n e r g i e s )  a s  s h o w n  i n  
F i g u r e  1 . 1 .  T h e  U V  -  v i s  r e g i o n  e x t e n d s  f r o m  1 9 0  -  4 0 0  n m  ( U V )  a n d  f r o m  4 0 0 - 8 0 0  
n m  ( v i s )  [ 3 ] .  
e l e c t r o m a g n e t i c  s p e c t r u m  
8 8  M H z  6 0  H z  
\  
4 0 0  5 m  
W M  L E  N  G T H  ( N a n o m e t e r s ]  
F i g u r e  1 . 1  T h e  E l e c t r o m a g n e t i c  S p e c t r u m  [ 4 ] .  
M o l e c u l a r  A b s o r p t i o n  
A b s o r p t i o n  i n  t h e  U V  a n d  v i s i b l e  r e g i o n  c a u s e s  e x c i t a t i o n  o f  e l e c t r o n s  t o  h i g h e r  
e n e r g y  l e v e l s .  I n  g e n e r a l ,  t i g h t l y  h e l d  e l e c t r o n s  w i l l  r e q u i r e  e n e r g e t i c  p h o t o n s  ( o f  
s h o r t  w a v e l e n g t h )  t o  a c c o m p l i s h  a b s o r p t i o n ,  w h e r e a s  m o r e  l o o s e l y  h e l d  ( d e l o c a l i s e d )  
e l e c t r o n s  c a n  b e  e x c i t e d  w i t h  l o n g e r  w a v e l e n g t h  r a d i a t i o n  [ 5 ] .  
T h e  a b s o r p t i o n  o f  U V  o r  v i s i b l e  r a d i a t i o n  c o r r e s p o n d s  t o  t h e  e x c i t a t i o n  o f  o u t e r  
e l e c t r o n s .  T h e  m a i n  t y p e s  o f  e l e c t r o n i c  t r a n s i t i o n s  c a n  b e  c a t e g o r i s e d  a s  s h o w n  i n  
F i g u r e  1 . 2  [ 6 ] ;  
0  1 0 0  2 0 0  3 0 0  4 0 0  5 0 0  6 0 0  7 0 0  8 0 0  
W a v e l e n g t h ,  n m  
F i g u r e  1 . 2  U l t r a v i o l e t  a n d  v i s i b l e  r e g i o n s  o f  t h e  s p e c t r u m  a n d  t h e  t y p e s  o f  
a b s o r p t i o n  b a n d s  t h a t  m o s t  o f t e n  o c c u r  [ 5 ]  
E l e c t r o n s  a r e  p r o m o t e d  f r o m  t h e i r  g r o u n d  s t a t e  t o  a n  e x c i t e d  s t a t e ,  w h e n  a n  a t o m  o r  
m o l e c u l e  a b s o r b s  e n e r g y .  A n  a t o m  c a n  r o t a t e  a n d  v i b r a t e  w i t h i n  a  m o l e c u l e  r e s u l t i n g  
i n  d i s c r e t e  e n e r g y  l e v e l s ,  w h i c h  c a n  b e  c o n s i d e r e d  a s  b e i n g  p a c k e d  o n  t o p  o f  e a c h  
e l e c t r o n i c  l e v e l  ( F i g u r e  1 . 3 ) .  
~ o t a t i o n a l  
e l e c t r o n - i c  l e v e l s  
L  
~ i  b r a ' t i o n a l  
e l e c t r o n i c  l e v e l s  
F i g u r e  1 . 3  S c h e m a t i c  o f  a b s o r b i n g  s p e c i e s  c o n t a i n i n g  z ,  a  a n d  11 e l e c t r o n s  [ 6 ]  
A b s o r b i n g  s p e c i e s  c o n t a i n i n g  n ; ,  o ,  a n d  n  e l e c t r o n s  
A b s o r p t i o n  o f  u l t r a v i o l e t  a n d  v i s i b l e  r a d i a t i o n  i n  o r g a n i c  m o l e c u l e s  i s  r e s t r i c t e d  t o  
c e r t a i n  f u n c t i o n a l  g r o u p s  ( c h r o r n o p h o r e s )  t h a t  c o n t a i n  v a l e n c e  e l e c t r o n s  o f  l o w  
e x c i t a t i o n  e n e r g y .  C h r o m o p h o r e s  a b s o r b  a n d  t r a n s m i t  l i g h t  e n e r g y .  T h e  s p e c t r u m  o f  a  
m o l e c u l e  c o n t a i n i n g  c h r o m o p h o r e s  i s  c o m p l e x  d u e  t o  t h e  s u p e r p o s i t i o n  o f  r o t a t i o n a l  
a n d  v i b r a t i o n a l  t r a n s i t i o n s  o n  t h e  e l e c t r o n i c  t r a n s i t i o n s  r e s u l t i n g  i n  o v e r l a p p i n g  l i n e s .  
I n  g e n e r a l  t h i s  a p p e a r s  a s  a  c o n t i n u o u s  a b s o r p t i o n  b a n d .  P o s s i b l e  e l e c t r o n i c  t r a n s i t i o n s  
o f  r c ,  o ,  a n d  n  e l e c t r o n s  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 4 .  
a n t i -  b o n d i n g  
a n t i -  b o n d i n g  
n o n - b o n d i n g  
b o n d i n g  
C T  b o n d i n g  
F i g u r e  1 . 4  S c h e m a t i c  o f  m o l e c u l a r  o r b i t a l  e n e r g y  l e v e l s  [ 3 ]  
o  +  o *  T r a n s i t i o n s  
T h e  e n e r g y  r e q u i r e d  t o  e x c i t e  a n  e l e c t r o n  i n  a  b o n d i n g  4  o r b i t a l  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  
a n t i b o n d i n g  o r b i t a l  i s  l a r g e .  M e t h a n e ,  f o r  e x a m p l e  ( w h i c h  h a s  o n l y  C - H  b o n d s ,  a n d  
c a n  o n l y  u n d e r g o  o  + -  o *  t r a n s i t i o n s )  s h o w s  a n  a b s o r b a n c e  h , , ,  a t  1 2 5  n m .  A  U V - v i s  
s p e c t r u m  i s  c o m m o n l y  r e g a r d e d  a s  r a n g i n g  f r o m  2 0 0  -  8 0 0  n m ,  t h e r e f o r e  a b s o r p t i o n  
m a x i m a  d u e  t o  4  + -  d  t r a n s i t i o n s  a r e  n o t  s e e n  i n  t h e  W - v i s  r e g i o n .  
n  +  o *  T r a n s i t i o n s  
S a t u r a t e d  c o m p o u n d s  c o n t a i n i n g  a t o m s  w i t h  l o n e  p a i r s  ( n o n - b o n d i n g  e l e c t r o n s )  a r e  
c a p a b l e  o f  n  +  a *  t r a n s i t i o n s .  T h e s e  t r a n s i t i o n s  u s u a l l y  n e e d  l e s s  e n e r g y  t h a n  o  +  o  *  
t r a n s i t i o n s .  T h e y  c a n  b e  i n i t i a t e d  b y  l i g h t  w h o s e  w a v e l e n g t h  i s  i n  t h e  r a n g e  1 5 0  -  2 5 0  
n m .  T h e  n u m b e r  o f  o r g a n i c  h n c t i o n a l  g r o u p s  w i t h  n  +  a *  p e a k s  i n  t h e  U V  r e g i o n  i s  
s m a l l .  
n  +  n : *  a n d  n :  +  n : *  T r a n s i t i o n s  
M o s t  a b s o r p t i o n  s p e c t r o s c o p y  o f  o r g a n i c  c o m p o u n d s  i s  b a s e d  o n  t r a n s i t i o n s  o f  n  o r  T C  
e l e c t r o n s  t o  t h e  n *  e x c i t e d  s t a t e .  T h i s  i s  b e c a u s e  t h e  a b s o r p t i o n  p e a k s  f o r  t h e s e  
t r a n s i t i o n s  f a l l  i n  t h e  s p e c t r a l  r e g i o n  o f  1 9 0  -  8 0 0  n m  o r  h i g h e r .  T h e s e  t r a n s i t i o n s  n e e d  
a n  u n s a t u r a t e d  g r o u p  i n  t h e  m o l e c u l e  t o  p r o v i d e  t h e  n :  e l e c t r o n s .  
T h e  t y p e  o f  t r a n s i t i o n  c a n  b e  i d e n t i f i e d  b y  t h e  s p e c t r a l  r e g i o n s  i n  w h i c h  t h e y  a r e  
g e n e r a l l y  f o u n d ,  t h e i r  r e l a t i v e  a b s o r p t i o n  i n t e n s i t i e s ,  a n d  i n  s o m e  c a s e s  b y  s p e c t r a l  
s h i f t s  w h e n  t h e  s o l v e n t  i s  v a r i e d .  A n  e x a m p l e  o f  s o m e  f u n c t i o n a l  g r o u p s  a n d  t h e i r  
t r a n s i t i o n s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  1 . 2 .  
T a b l e  1 . 2  A b s o r p t i o n  m a x i m a  o f  n o n c o n j u g a t e d  c h r o m o p h o r e s  [ 3 ]  
C h r o m o p h o r e  T r a n s i t i o n  
- C - C -  
- 0 -  
*  
n + o  
- N <  
*  
n + o  
- S -  n  - +  o  
A s  a  r u l e ,  e n e r g e t i c a l l y  f a v o r e d  e l e c t r o n  p r o m o t i o n  w i l l  b e  f r o m  t h e  h i g h e s t  o c c u p i e d  
m o l e c u l a r  o r b i t a l  ( H O M O )  t o  t h e  l o w e s t  u n o c c u p i e d  m o l e c u l a r  o r b i t a l  ( L U M O ) ,  a n d  
t h e  r e s u l t i n g  s p e c i e s  i s  c a l l e d  a n  e x c i t e d  s t a t e [ 6 ] .  
1 . 3  T h e  B e e r - L a m b e r t  L a w  
T h e  B e e r - L a m b e r t  l a w  f o r m s  t h e  b a s i s  o f  l i g h t  a b s o r b a n c e  m e a s u r e m e n t s  o n  g a s e s  
a n d  s o l u t i o n s  i n  t h e  W - V i s i b l e  a n d  I R - r e g i o n  [ 7 ] .  A  l i g h t  b e a m  o f  i n t e n s i t y  I. s t r i k e s  
a  s a m p l e  s o l u t i o n  w i t h i n  a  q u a r t z  o r  g l a s s  c e l l .  O n  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  c e l l ,  t h e  l i g h t  
b e a m  h a s  a  r e d u c e d  i n t e n s i t y ,  I  d u e  t o  r e f l e c t i o n  l o s s e s  a t  t h e  c e l l ,  a b s o r b a n c e  i n  t h e  
s a m p l e  a n d  b y  s c a t t e r i n g  a t  d i s p e r s e d  p a r t i c l e s  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 5 .  
R e f l e c t i o n  I  
S o u r c e  D e t e c t o r  
F i g u r e  1 . 5  I n t e n s i t y  l o s s  o f  a  l i g h t  b e a m  o f  i n t e n s i t y  I .  b y  r e f l e c t i o n ,  s c a t t e r i n g  
a n d  a b s o r p t i o n  [ 3 ] .  
F o r  t h e  B e e r - L a m b e r t  l a w  t o  h o l d ,  a n y  a b s o r b a n c e  l o s s e s  w h i c h  o c c u r  M U S T  b e  d u e  
t o  d i s s o l v e d  s a m p l e  o n l y .  T o  c o m p e n s a t e  f o r  a n y  l o s s e s  d u e  t o  r e f l e c t i o n  a n d  
s c a t t e r i n g  a  s e c o n d  s p e c t r u m  i s  t a k e n  o f  t h e  s o l v e n t  a n d  s a m p l e  m a t r i x  o n l y  a n d  t h e  
t r a n s m i t t a n c e  T  i s  c a l c u l a t e d  a s  f o l l o w s :  
E q u a t i o n  1 . 2  
A b s o r b a n c e  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  n u m b e r  o f  a b s o r b i n g  s p e c i e s  i n  t h e  i l l u m i n a t e d  p a r t  
o f  t h e  c e l l .  A b s o r b a n c e ,  A ,  i s  d e f i n e d  b y  t h e  e q u a t i o n  
E q u a t i o n  1 . 3  
A b s o r b a n c e  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  c e l l  p a t h  l e n g t h  1, c m ,  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
s o l u t i o n  C ,  m o l ~ - ' ,  a n d  a  s u b s t a n c e  s p e c i f i c  p r o p o r t i o n a l i t y  c o n s t a n t  E  c a l l e d  t h e  
m o l a r  a b s o r p t i v i t y  o r  m o l a r  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t ,  ~ m o l - ' c m - ~ .  T h e  m a g n i t u d e  o f  t h e  
m o l a r  a b s o r p t i v i t y  i s  g o v e r n e d  b y  t h e  s i z e  o f  t h e  a b s o r b i n g  s p e c i e s  a n d  b y  t h e  
p r o b a b i l i t y  o f  t h e  t r a n s i t i o n .  
A = d  E q u a t i o n  1 . 4  
H e n c e ,  f o r  a n  a b s o r b i n g  s p e c i e s  i n  s o l u t i o n ,  i f  t h e  B e e r - L a m b e r t  l a w  i s  o b e y e d ,  t h e  
a b s o r b a n c e  a t  a  p a r t i c u l a r  w a v e l e n g t h  i s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  c o n c e n t r a t i o n .  I t  
f o l l o w s  t h a t  p r o v i d e d  o t h e r  m e c h a n i s m s  f o r  r e d u c t i o n  i n  t r a n s m i t t e d  i n t e n s i t y  c a n  b e  
c o m p e n s a t e d  f o r  t h r o u g h  r e f e r e n c e  m e a s u r e m e n t s  ( e . g .  s o l v e n t  e f f e c t s ,  s c a t t e r i n g ,  c o -  
a b s o r b i n g  s p e c i e s  e t c . )  t h e n  t h e  m e a s u r e d  a b s o r b a n c e  c a n  b e  e a s i l y  c o n v e r t e d  i n t o  a n  
e s t i m a t i o n  o f  c o n c e n t r a t i o n  [ 8 ] .  
D e s p i t e  t h e  u s e  o f  b l a n k s  o r  r e f e r e n c e  m e a s u r e m e n t s  t o  a c c o u n t  f o r  l o s s e s  d u e  t o  
r e f l e c t i o n  o r  s c a t t e r i n g  ( F i g u r e  1 . 5 ) ,  d e v i a t i o n s  f r o m  B e e r - L a m b e r t  l a w  c a n  o c c u r  d u e  
t o  t h e  f o l l o w i n g :  
1 .  T h e  b a n d w i d t h  ( A h )  o f  t h e  i n c i d e n t  b e a m  s h o u l d  b e  v e r y  n a r r o w ,  i d e a l l y  
a p p r o x i m a t i n g  m o n o c h r o m a t i c  r a d i a t i o n .  D e v i a t i o n s  f r o m  t h e  B e e r - L a m b e r t  
b e h a v i o u r  i n c r e a s e  a s  A h  i n c r e a s e s ,  p a r t i c u l a r l y  w h e n  t h e  Ah i s  g r e a t e r  t h a n  
t h e  s p e c t r a l  w i d t h  o f  t h e  a b s o r p t i o n  b a n d  o f  t h e  a b s o r b i n g  s p e c i e s .  
2 .  D e v i a t i o n s  a l s o  o c c u r  i n  h i g h l y  a b s o r b i n g  o r  h i g h l y  s c a t t e r i n g  m e d i a .  B o t h  o f  
t h e s e  e f f e c t s  y i e l d  a  v e r y  l i m i t e d  l i n e a r  r a n g e  f o r  t h e  a b s o r b a n c e - c o n c e n t r a t i o n  
r e l a t i o n s h i p .  
3 .  S t r a y  L i g h t  
S t r a y  L i g h t  
A s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  1 . 6  [ 9 ]  :  
I. =  i n t e n s i t y  o f  i n c i d e n t  l i g h t  ( I o  i s  c o n s t a n t )  
I  =  i n t e n s i t y  o f  t r a n s m i t t e d  l i g h t  ( I  d e c r e a s e s  w i t h  i n c r e a s i n g  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n )  
I s  =  i n t e n s i t y  o f  s t r a y  l i g h t  ( A s s u m e  I s  i s  c o n s t a n t )  
T y p i c a l l y  I. > > >  I s  
I  -  D e t e c t o r  
I  
-
F i g u r e  1 . 6  S c h e m a t i c  o f  t h e  e f f e c t  o f  s t r a y  l i g h t  o n  t h e  B e e r - L a m b e r t  l a w .  
A b s e n c e  o f  s a m p l e  =  I. +  I s  
P r e s e n c e  o f  s a m p l e  =  I  +  I s  
I  
T h e r e f o r e  A  =  l o g  
S a m p l e  
A t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  A  =  l o g  
(  % + I s ) )  
-
a s  I. > >  I s  a n d  I o b s e r v e d  =  1  +  I S ,  1  > >  I S  t h e r e f o r e  I o b s e r v e d  
1  
H e n c e  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  B e e r - L a m b e r t  l a w  h o l d s  a s  A  =  l o g  ( I 0 / )  
A t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  I s  > > >  I  a n d  I  a p p r o a c h e s  I l i m i t u d  
m o s t  o f  t h e  l i g h t  i s  
a b s o r b e d  b y  t h e  s a m p l e  
A  =  l o g  ( l A ) w l ~ e r e  a n d  I s  a r e  c a n s t a n t s  t h e r e f o r e  A  n o  l o n g e r  c h a n g e s .  T h i s  
r e s u l t s  i n  a  n o n l i n e a r  p l o t  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 7 .  
C o n c e n t r a t i o n  
F i g u r e  1 . 7  D e v i a t i o n  f r o m  B e e r - L a m b e r t  l a w  s h o w i n g  o n s e t  o f  n o n l i n e a r i t y  a t  
h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n @  
A s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 7  w h e n  I = I o  l i t t l e  o r  n o  a b s o r b a n c e  i s  t a k i n g  p l a c c  t h e r e f o r e  
( I L )  =  I  a n d  c o n s e q u e n t l y  l o g  ( ' A )  =  0 .
7 . 4  U l t r a v i o l e t -  V i s i b l e  ( U V - v i s )  I n s t r u m e n t a t i o n  
1 . 4 . 1  S p e c t r o p h o t o m e t e r s  
S p e c t r o p h o t o m e t e r s  m e a s u r e  t h e  r a t i o  o f  i n c i d e n t  e n e r g y  t o  t r a n s m i t t e d  e n e r g y .  I n  i t s  
s i m p l e s t  f o r m  a  s p e c t r o p h o t o m e t e r  c o m p r i s e s  o f  a  p o l y c h r o m a t i c  b r o a d  s p e c t r u m  
s o u r c e ,  a  m o n o c h r o m a t o r ,  s a m p l e  c e l l ( s ) ,  d e t e c t o r  a n d  a  c o m p u t e r  f o r  d a t a  a c q u i s i t i o n  
a n d  s t o r a g e .  T h e  f u n c t i o n  o f  a  U V - v i s i b l e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  s y s t e m  i s  t o  r e c o r d  h o w  
m u c h  l i g h t  i s  a b s o r b e d  b y  a n  a n a l y t i c a l  s a m p l e .  T h e  m e a s u r e m e n t  i s  m a d e  a t  a  
s p e c i f i c  w a v e l e n g t h  (A), s e l e c t e d  w i t h i n  t h e  u l t r a v i o l e t  a n d  v i s i b l e  r a n g e  -  
a p p r o x i m a t e l y  1 9 0  t o  8 0 0  n m .  A l l  s p e c t r o p h o t o m e t e r s  p a s s  t h e  l i g h t  e n e r g y  f r o m  t h e  
s o u r c e  t h r o u g h  a n  e n t r a n c e  s l i t  o f  f a i r l y  n a r r o w  d i m e n s i o n s .  
T h e  l i g h t  p a s s i n g  
t h r o u g h  t h e  e n t r a n c e  s l i t  t h e n  p r o c e e d s  t o  a  c o l l i m a t i n g  e l e m e n t  w h i c h  c o l l e c t s  
p a r a l l e l  l i g h t  r a y s  a n d  d i r e c t s  t h e m  t h r o u g h  t h e  r e s t  o f  t h e  i n s t r u m e n t .  
S p e c t r o p h o t o m e t e r s  c a n  b e  c a t e g o r i z e d  i n t o  t w o  t y p e s :  d i s p e r s i v e  s p e c t r o p h o t o m e t e r s  
a n d  d i o d e  a r r a y  s p e c t r o p h o t o m e t e r s .  
1 . 4 . 1 . 1  D i s p e r s i v e  S p e c t r o p h o t o m e t e r  
I n  d i s p e r s i v e  s p e c t r o p h o t o m e t e r s ,  t h e  g r a t i n g  i s  m o v e d  e i t h e r  b y  a  s t e p p i n g  m o t o r  o r  
b y  a  m e c h a n i c a l  a r m  w h i c h  d i r e c t s  l i g h t  o f  d i s c r e t e  w a v e l e n g t h s  t h r o u g h  a n  e x i t  s l i t  
a n d  o n t o  t h e  s a m p l e .  C o m m o n  d e t e c t o r s  u s e d  i n  t h i s  c o n f i g u r a t i o n  a r e  t y p i c a l l y  e i t h e r  
s i l i c o n  p h o t o d i o d e s  o r  p h o t o m u l t i p l i e r  t u b e s  i n  t h e  U V - v i s  r e g i o n  a n d  l e a d  s u l f i d e  
( P b S )  d e t e c t o r s  f o r  t h e  N I R  r e g i o n .  
B a s i c  ( S i n g l e - B e a m )  S y s t e m  
T h e  b a s i c  l a y o u t  o f  a  s i n g l e - b e a m  U V - v i s i b l e  s y s t e m  i s  g i v e n  i n  F i g u r e  1 . 8 .  T h e  l i g h t  
s o u r c e  i s  c o m m o n l y  a  c o m b i n e d  d e u t e r i u m  l a m p  ( f o r  U V  l i g h t )  a n d  t u n g s t e n - f i l a m e n t  
l a m p  ( f o r  v i s i b l e  l i g h t ) .  T h e  s o u r c e  c a n  b e  s e l e c t e d  b y  a  s w i t c h a b l e  m i r r o r  a s  r e q u i r e d .  
T h e  i n s t r u m e n t  a u t o m a t i c a l l y  s w i t c h e s  b e t w e e n  t h e  t w o  s o u r c e s  d u r i n g  a  s c a n  t o  
e n s u r e  t h a t  t h e  o p t i m u m  l i g h t  e n e r g y  t h r o u g h p u t  i s  a c h i e v e d  a c r o s s  t h e  e n t i r e  s p e c t r a l  
r a n g e .  
G r a t i n g  
I  D e f e c t o r  
S a m p l e  
D i s p l a y  
F i g u r e  1 . 8  S c h e m a t i c  o f  a  s i n g l e  b e a m  d i s p e r s i v e  s p e c t r o p h o t o m e t e r  [ l o ]  
T h e  m o n o c h r o m a t o r  s e l e c t s  t h e  w a v e l e n g t h ,  h ,  a t  w h i c h  t h e  m e a s u r e m e n t  t a k e s  p l a c e .  
H o w e v e r ,  i t  i s  n o t  p o s s i b l e  t o  s e l e c t  o n l y  o n e  w a v e l e n g t h ,  a n d  a  n a r r o w  b a n d  o f  
w a v e l e n g t h s  o n  e i t h e r  s i d e  o f  h  w i l l  a l s o  b e  t r a n s m i t t e d .  T h e  w i d t h  o f  t h i s  b a n d  i s  
c a l l e d  t h e  S p e c t r a l  B a n d w i d t h ,  A h .  T h e  ( n e a r l y )  m o n o c h r o m a t i c  r a d i a t i o n  t h e n  p a s s e s  
t h r o u g h  t h e  s a m p l e  w h e r e  s o m e  a b s o r p t i o n  m a y  t a k e  p l a c e .  T h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  
t r a n s m i t t e d  r a d i a t i o n ,  I T  ( h ) ,  i s  r e c o r d e d  a t  t h e  d e t e c t o r .  
T h e  d e t e c t o r  p r o d u c e s  a n  e l e c t r o n i c  s i g n a l  ( n o r m a l l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  r a d i a t i o n  
i n t e n s i t y )  w h i c h  i s  t h e n  a m p l i f i e d  a n d  m a d e  a v a i l a b l e  f o r  d i r e c t  d i s p l a y  a n d l o r  t r a n s f e r  
t o  a  m i c r o p r o c e s s o r .  A  t y p i c a l  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e a s u r e m e n t  m e a s u r e s  t h e  
a b s o r b a n c e  o f  t h e  s p e c i f i c  a n a l y t e  d i s s o l v e d  i n  a  s o l v e n t .  A  s a m p l e  c o n t a i n i n g  
e v e r y t h i n g  e x c e p t  t h e  a n a l y t e  i s  u s e d  a s  t h e  r e f e r e n c e  s a m p l e .  T h e  a d v a n t a g e s  o f  t h e  
s i n g l e  b e a m  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a r e  l o w  c o s t ,  h i g h  t h r o u g h p u t  o f  l i g h t  a n d  h e n c e  h i g h  
s e n s i t i v i t y .  T h e  d i s a d v a n t a g e  i s  t h e  t i m e  l a p s e  b e t w e e n  t a k i n g  t h e  r e f e r e n c e  ( I )  a n d  
s a m p l e  ( I o )  m e a s u r e m e n t  w h i c h  c a n  h a v e  a s s o c i a t e d  p r o b l e m s  s u c h  a s  b a s e l i n e  d r i f t .  
D o u b l e - B e a m  S y s t e m s  
T h e  b a s i c  l a y o u t  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  s i n g l e - b e a m  i n s t r u m e n t  e x c e p t  t h a t ,  i n  t h e  
s a m p l e  c o m p a r t m e n t  a r e a ,  t h e  s i n g l e - b e a m  i s  d i v i d e d  i n t o  t w o  b e a m s  a s  s h o w n  i n  
F i g u r e  1 . 9 .  
B e a m  s p l i t t e r  
S o u r c e  
e m  \ /  
R e f e r e n c e  
M o n o c h r o m a t o r  
s a m p l e  
F i g u r e  1 . 9  S c h e m a t i c  o f  a  d u a l  b e a m  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r .  
A s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 9  t h e  r e f e r e n c e  s a m p l e ,  R ,  a n d  t h e  t e s t  s a m p l e ,  T ,  a r e  p o s i t i o n e d  
s e p a r a t e l y ,  o n e  i n  e a c h  o f  t h e  t w o  b e a m s  o f  l i g h t .  T h e  t w o  b e a m s  a r e  g e n e r a t e d  
a l t e r n a t i v e l y  f i o m  t h e  s a m e  i n c o m i n g  r a d i a t i o n  b y  u s i n g  t h e  r o t a t i n g  ' c h o p p e r '  m i r r o r .  
T h e  m a i n  a d v a n t a g e  o f  t h e  d o u b l e - b e a m  s p e c t r o p h o t o m e t e r  i s  t h e  r e m o v a l  o f  t h e  t i m e  
l a g  b e t w e e n  m e a s u r e m e n t s  o f  I R  ( A )  t o  I T  ( A ) .  T h i s  r e d u c e s  a n y  d r i f t  i n  s o u r c e  o u t p u t ,  
o r  d e t e c t o r  s e n s i t i v i t y .  T h e  d i s a d v a n t a g e s  a r e  h i g h e r  c o s t  a n d  l o w e r  s e n s i t i v i t y  a s  t h e  
t h r o u g h p u t  o f  l i g h t  h a s  b e e n  r e d u c e d .  
D i o d e  a r r a y  s p e c t r o p h o t o m e t e r s  
O n e  o f  t h e  m o s t  w i d e l y  e m p l o y e d  d e t e c t o r s  f o r  H P L C  i s  t h e  d i o d e  a r r a y  d e t e c t o r  1 1 1 1 .  
S i g n i f i c a n t  a d v a n t a g e s  o f f e r e d  b y  d i o d e  a r r a y  s p e c t r o p h o t o m e t e r s  o v e r  d i s p e r s i v e  
s p e c t r o p h o t o m e t e r s  a r e  f a s t  s p e c t r a l  a c q u i s i t i o n  t i m e s  a n d  i n c r e a s e d  w a v e l e n g t h  
p r e c i s i o n .  
P h o t o d i o d e  A r r a y  
I " "  
S a m p l e  S l i t  
G r a t i n g  
F i g u r e  1 . 1 0  S c h e m a t i c  o f  d i o d e  a r r a y  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  
I n  d i o d e  a r r a y  s p e c t r o p h o t o m e t e r s ,  t h e  l i g h t  f r o m  t h e  s o u r c e  i s  c o l l i m a t e d  a n d  p a s s e d  
t h r o u g h  t h e  s a m p l e .  O n  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  s a m p l e ,  t h e  b e a m  i s  p r o j e c t e d  u s i n g  a  
g r a t i n g  o n t o  a n  a r r a y  o f  c a .  2 0 0 - 5 0 0  e q u i d i s t a n t  l i g h t - s e n s i t i v e  d i o d e s ,  e a c h  
c o r r e s p o n d i n g  t o  a  s p e c i f i c  w a v e l e n g t h  ( r a n g e ) .  T h e r e f o r e  a l l  w a v e l e n g t h s  a r e  
e s s e n t i a l l y  m e a s u r e d  s i m u l t a n e o u s l y  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 1 0 .  
A  d i s a d v a n t a g e  o f  d i o d e  a r r a y  s p e c t r o p h o t o m e t e r s  i s  t h e  l o w e r  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  
a c h i e v e d  i n  c o m p a r i s o n  t o  a  s i n g l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r .  T h i s  c a n  b e  r e l a t e d  t o  t h e  
s m a l l e r  s i z e  p h o t o d i o d e s  e m p l o y e d  i n  a  d i o d e  a r r a y  s p e c t r o p h o t o m e t e r  [ 1 2 ] .  
I .  5  L i g h t  E m i t t i n g  D i o d e s  
S e m i c o n d u c t o r s  
I n  m a t e r i a l s  s c i e n c e ,  s o l i d s  a r e  g r o u p e d  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  e l e c t r i c a l  p r o p e r t i e s  i n t o  
t h r e e  c a t e g o r i e s :  m e t a l s ,  i n s u l a t o r s  a n d  s e m i c o n d u c t o r s  [ I  3 1 .  M e t a l s  c o n d u c t  e l e c t r i c  
c u r r e n t  a t  b o t h  h i g h  a n d  l o w  t e m p e r a t u r e s .  I n s u l a t o r s  d o  n o t  c o n d u c t  e l e c t r i c  c u r r e n t ,  
n e i t h e r  i n  h i g h  o r  l o w  t e m p e r a t u r e s .  A t  v e r y  l o w  t e m p e r a t u r e s  s e m i c o n d u c t o r s  a c t  a s  
i n s u l a t o r s ,  w h e n  i l l u m i n a t e d  t h e y  a c t  a s  c o n d u c t o r s .  M o b i l e  e l e c t r o n s  m u s t  b e  
a v a i l a b l e  f o r  a  s u b s t a n c e  t o  c o n d u c t  a n  e l e c t r i c  c u r r e n t .  
I f  a  m a t e r i a l  c o n t a i n s  s u c h  " f r e e "  e l e c t r o n s  i n  g r e a t  n u m b e r s ,  t h e  m a t e r i a l  i s  a  
c o n d u c t o r .  T h e  c r u c i a l  a s p e c t  o f  a  g o o d  c o n d u c t o r  i s  t h a t  t h e  h i g h e s t  e n e r g y  b a n d  
c o n t a i n i n g  e l e c t r o n s  i s  o n l y  p a r t i a l l y  f i l l e d  [ 1 3 ] .  
I n  a  m a t e r i a l  t h a t  i s  a  g o o d  i n s u l a t o r ,  t h e  h i g h e s t  b a n d  c o n t a i n i n g  e l e c t r o n s  c a l l e d  t h e  
v a l e n c e  b a n d  i s  c o m p l e t e l y  f i l l e d .  T h e  n e x t  h i g h e r  e n e r g y  b a n d ,  c a l l e d  t h e  c o n d u c t i o n  
b a n d  i s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  v a l e n c e  b a n d  b y  a  " f o r b i d d e n "  e n e r g y  g a p  ( b a n d  g a p ) ,  E g ,  
o f  t y p i c a l l y  5  t o  1  OeV ( F i g u r e  1 . 1  1 ) .  
C o n d u c t i o n  b a n d  
0  C o n d u c t i o n  b a n d  4  
t g  
-  
E 9  
-  
V a l e n c e  b a n d  V a l e n c e  b a n d  ?  
I n s u l a t o r  S e m i c o n d u c t o r  
F i g u r e  1 . 1 1  E n e r g y  b a n d s  f o r  a n  i n s u l a t o r  a n d  a  s e m i c o n d u c t o r .  
T h e  b a n d s  f o r  a  p u r e  ( o r  i n t r i n s i c )  s e m i c o n d u c t o r  s u c h  a s  s i l i c o n  o r  g e r m a n i u m ,  a r e  
l i k e  t h a t  o f  a n  i n s u l a t o r  e x c e p t  t h a t  t h e  u n f i l l e d  c o n d u c t i o n  b a n d  i s  s e p a r a t e d  f r o m  t h e  
v a l e n c e  b a n d  b y  a  m u c h  s m a l l e r  e n e r g y  g a p ,  E , ,  t y p i c a l l y  o f  t h e  o r d e r  o f  l e v  a s  
s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 1  1 .  A t  r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a  f e w  e l e c t r o n s  c a n  a c q u i r e  e n o u g h  
t h e r m a l  e n e r g y  t o  r e a c h  t h e  c o n d u c t i o n  b a n d  a n d  s o  a  v e r y  s m a l l  c u r r e n t  m a y  f l o w  
w h e n  a  v o l t a g e  i s  a p p l i e d .  
1 . 5 . 2  D o p i n g  
T h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  c o n d u c t o r s  i n  m o d e r n  e l e c t r o n i c s  a r e  s i l i c o n  ( S i )  a n d  
g e r m a n i u m  ( G e ) .  A n  a t o m  o f  S i  o r  G e  h a s  f o u r  o u t e r  e l e c t r o n s  t h a t  h o l d  t h e  a t o m s  i n  
t h e  r e g u l a r  l a t t i c e  c r y s t a l  s t r u c t u r e  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 1 2 .  
S i l i c o n  a t o m  
L  
E l e c t r o n  
F i g u r e  1 . 1 2  S c h e m a t i c  o f  a  s i l i c o n  c r y s t a l .  E a c h  s i l i c o n  a t o m  i s  s u r r o u n d e d  b y  4  
o u t e r  e l e c t r o n s  [ 1 3 ] .  
n - t y p e  d o p i n g  
I n t r o d u c i n g  t i n y  a m o u n t s  o f  i m p u r i t i e s  i n t o  t h e  c r y s t a l  s t r u c t u r e  k n o w n  a s  d o p i n g  t h e  
s e m i c o n d u c t o r  c a n  a c q u i r e  u s e f u l  p r o p e r t i e s .  I f  t h e  i m p u r i t y  h a s  5  o u t e r  e l e c t r o n s  s u c h  
a s  a r s e n i c ,  t h e r e  i s  a n  e x t r a  e l e c t r o n ,  w h i c h  c a n  m o v e  m o r e  f r e e l y ,  l i k e  t h e  e l e c t r o n s  i n  
a  c o n d u c t o r  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 1 3 .  T h e  e x t r a  e l e c t r o n  d o e s n ' t  f i t  i n t o  t h e  c r y s t a l  
s t r u c t u r e  a n d  s o  i s  t h e r e f o r e  f r e e  t o  m o v e  a b o u t .  T h i s  i s  c a l l e d  a n  n - t y p e  
s e m i c o n d u c t o r  b e c a u s e  t h e  n e g a t i v e  c h a r g e s  ( e l e c t r o n s )  c a r r y  t h e  e l e c t r i c  c u r r e n t  [ 1 3 ] .  
. . . . . a * @ .  
S i l i c o n  a t o m  
A r s e n i c  a t o m  
\ :  
8  




E x t r a  e l e c t r o n  
F i g u r e  1 . 1 3  S c h e m a t i c  o f  s i l i c o n  c r y s t a l  d o p e d  w i t h  a  f e w  a r s e n i c  a t o m s .  
T h e r e  i s  o n l y  a  s m a l l  a m o u n t  o f  e n e r g y  r e q u i r e d  t o  p r o d u c e  a  f r e e  e l e c t r o n  a n d  a n  
a r s e n i c  i o n .  T h e  f r e e  e l e c t r o n  i s  d o n a t e d  t o  t h e  c r y s t a l  l a t t i c e  a n d  t h e  a r s e n i c  i o n  i s  
k n o w n  a s  a  d o n o r  [ I  4 1 .  
p - t y p e  d o p i n g  
D o p i n g  t h e  s e m i c o n d u c t o r  w i t h  a n  e l e m e n t  w i t h  t h r e e  o u t e r  e l e c t r o n s  s u c h  a s  g a l l i u m  
i s  c a l l e d  a  p - t y p e  s e m i c o n d u c t o r ,  a s  i t  i s  t h e  p o s i t i v e  h o l e s  t h a t  c a r r y  t h e  e l e c t r i c  
c u r r e n t .  
G a l l i u m  a t o m  
H o l e  
E l e c t r o n  
F i g u r e  1 . 1 4  A  s c h e m a t i c  o f  a  p - t y p e  g a l l i u m  d o p e d  s i l i c o n  s e m i c o n d u c t o r .  
A s  s h o w n  i n  t h e  F i g u r e  1 . 1 4  t h e r e  i s  a  " h o l e "  i n  t h e  l a t t i c e  s t r u c t u r e  n e a r  a  g a l l i u m  
a t o m  s i n c e  i t  o n l y  h a s  t h r e e  o u t e r  e l e c t r o n s .  E l e c t r o n s  f r o m  n e a r b y  S i  a t o m s  c a n  m o v e  
i n t o  t h i s  h o l e  a n d  f i l l  i t ,  l e a v i n g  a  h o l e  w h e r e  t h a t  e l e c t r o n  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n .  
S i m i l a r l y  t o  t h e  a r s e n i c  i o n  a  g a l l i u m  i o n  i n  s i l i c o n  i s  k n o w n  a s  a n  a c c e p t o r .  
p - n  j u n c t i o n  
S e p a r a t e l y  t h e  t w o  s e m i c o n d u c t o r s  a r e  e l e c t r i c a l l y  n e u t r a l .  W h e n  j o i n e d ,  e l e c t r o n s  i n  
t h e  r e g i o n  a d j a c e n t  t o  t h e  j u n c t i o n  d i f f u s e  f r o m  t h e  n - t y p e  i n t o  t h e  p - t y p e  
s e m i c o n d u c t o r ,  w h e r e  t h e y  p o p u l a t e  t h e  h o l e s .  T h e  n - t y p e  i s  t h e r e f o r e  l e f t  w i t h  a  
p o s i t i v e  c h a r g e ,  a n d  t h e  p - t y p e  a c q u i r e s  a  n e t  n e g a t i v e  c h a r g e .  
p - n  j u n c t i o n  
P  t y p e  s e m i c o n d u c t o r  1  N  t y p e  s e m ~ c o n d u c t o r  
D e p l e t i o n  Z o n e  
F i g u r e  1 . 1 5  S c h e m a t i c  o f  a p - n  j u n c t i o n  
E q u i l i b r i u m  i s  a c h i e v e d  w h e n  t h e  n o  f u r t h e r  n e t  c a r r i e r  m o v e m e n t  a c r o s s  t h e  j u n c t i o n  
o c c u r s .  A  r e g i o n  o f  s p a c e  c h a r g e  i s  n o w  f o r m e d  i n  t h e  j u n c t i o n  r e g i o n ,  w h i c h  i s  
d e p l e t e d  o f  f r e e  c a r r i e r s  [  1 3 -  1 5 1 .  
L E D s  -  F o r w a r d  B i a s e d  p - n  j u n c t i o n  d i o d e  
I f  a  b a t t e r y  i s  c o n n e c t e d  t o  a p - n  j u n c t i o n  d i o d e  w i t h  t h e  p o s i t i v e  t e r m i n a l  t o  t h e p  s i d e  
a n d  t h e  n e g a t i v e  t e r m i n a l  t o  t h e  n  s i d e  t h e  e x t e r n a l  v o l t a g e  a p p l i e d  o p p o s e s  t h e  
i n t e r n a l  p o t e n t i a l  d i f f e r e n c e  a n d  t h e  d i o d e  i s  s a i d  t o  b e  f o r w a r d  b i a s e d .  I f  t h e  v o l t a g e  
i s  l a r g e  e n o u g h ,  ( e x a m p l e s  i n c l u d e  0 . 3  V  f o r  G e ,  0 . 6  V  f o r  S i )  a t  r o o m  t e m p  a  c u r r e n t  
w i l l  f l o w .  
p - n  j u n c t i o n  
P  N  
F i g u r e  1 . 1 6  S c h e m a t i c  o f  a  f o r w a r d  b i a s e d  p - n  j u n c t i o n .  
T h e  p o s i t i v e  h o l e s  i n  t h e  p - t y p e  s e m i c o n d u c t o r  a r e  r e p e l l e d  b y  t h e  p o s i t i v e  t e r m i n a l  o f  
t h e  b a t t e r y  a n d  t h e  e l e c t r o n s  i n  t h e  n - t y p e  a r e  r e p e l l e d  b y  t h e  n e g a t i v e  t e r m i n a l  o f  t h e  
b a t t e r y .  T h e  e x c e s s  e l e c t r o n  c o n c e n t r a t i o n  o n  t h e  n  s i d e  e n a b l e s  t h e  e l e c t r o n s  t o  
d i f f u s e  f r o m  n  t o p ,  a n d  s i m i l a r l y  h o l e s  c a n  d i f f u s e  m o r e  e a s i l y  f r o m  p  t o  n .  T h e  h o l e s  
a n d  e l e c t r o n s  m e e t  a t  t h e  j u n c t i o n ,  a n d  t h e  e l e c t r o n s  c r o s s  o v e r  a n d  f i l l  t h e  h o l e s  
w h i c h  e m i t  a  p h o t o n  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 1 6 .  T h e  p o s i t i v e  t e r m i n a l  o f  t h e  b a t t e r y  i s  
p u l l i n g  e l e c t r o n s  o f f  t h e  p  e n d  f o r m i n g  n e w  h o l e s  a n d  t h e  e l e c t r o n s  a r e  b e i n g  s u p p l i e d  
b y  t h e  n e g a t i v e  t e r m i n a l  a t  t h e  n  e n d .  C o n s e q u e n t l y  a  l a r g e  c u r r e n t  f l o w s  t h r o u g h  t h e  
d i o d e  [ I  6 1 .  S o m e  c o m m o n  m a t e r i a l s  u s e d  t o  p r o d u c e  L E D s  a r e  l i s t e d  i n  T a b l e  1 . 3 .  
T a b l e  1 . 3  C o m m o n  1 1 1 - V  m a t e r i a l s  u s e d  t o  p r o d u c e  L E D s  a n d  t h e i r  e m i s s i o n  
w a v e l e n g t h s  [ 1 4 ]  
M a t e r i a l  
G a A s : S i  
G a p  
G a N  
S i c  
I  
W a v e l e n g t h  ( n m )  
9 4 0  
6 9 0  
3 4 0 , 4 3 0 , 5 9 0  
4 0 0 - 4 6 0  
P h o t o d i o d e s  a n d  L E D s  -  r e v e r s e  b i a s e d  p - n  j u n c t i o n  
d i o d e  
W h e n  t h e  d i o d e  i s  r e v e r s e  b i a s e d  a s  i n  F i g u r e  1 . 1 7  t h e  h o l e s  i n  t h e  p  e n d  a r e  a t t r a c t e d  
t o  t h e  b a t t e r y ' s  n e g a t i v e  t e r m i n a l  a n d  t h e  e l e c t r o n s  i n  t h e  n  e n d  a r e  a t t r a c t e d  t o  t h e  
p o s i t i v e  t e r m i n a l .  T h e  c u r r e n t  c a r r i e r s  d o  n o t  m e e t  n e a r  t h e  j u n c t i o n  a n d  i d e a l l y ,  n o  
c u r r e n t  f l o w s .  
D e p l e t i o n  Z o n e  
F i g u r e  1 . 1 7  S c h e m a t i c  o f  a  p - n  j u n c t i o n  i n  r e v e r s e  b i a s e d  m o d e .  
A n  e x p o s u r e  t o  l i g h t  c a n  c r e a t e  e l e c t r o n - h o l e  p a i r s  i f  t h e  p h o t o n  e n e r g y  i s  g r e a t e r  t h a n  
t h e  b a n d  g a p  e n e r g y ,  E ,  p r o d u c i n g  a  p h o t o c u r r e n t  a s  i n  a  p h o t o d i o d e .  
L  E D s  i n  O p t i c a l  S e n s i n g  D e v i c e s  
T h e  c o m m u n i c a t i o n s  r e v o l u t i o n  i s  n o w  f o c u s i n g  o n  w i r e l e s s  c o m m u n i c a t i o n s  b e t w e e n  
n e t w o r k e d  s y s t e m s .  I n  o r d e r  t o  b r i n g  a n a l y t i c a l  m e a s u r e m e n t s  i n t o  t h i s  e m e r g i n g  
' n e t w o r k e d  w o r l d ' ,  a p p r o p r i a t e  a n a l y t i c a l  d e v i c e s  a r e  r e q u i r e d  p o s s e s s i n g  t h e  
c h a r a c t e r i s t i c s  o f  r e l i a b i l i t y ,  l o w  p o w e r  c o n s u m p t i o n ,  l o w  c o s t ,  a u t o n o m o u s  o p e r a t i o n  
c a p a b i l i t y  a n d  c o m p a t i b i l i t y  w i t h  w i r e l e s s  c o m m u n i c a t i o n s  s y s t e m s .  T h e  
m i n i a t u r i s a t i o n  o f  a n a l y t i c a l  i n s t r u m e n t s  u s i n g  m i c r o f l u i d i c s  i s  o n e  s t r a t e g y  t o  m o v e  
t h i s  c o n c e p t  f o r w a r d .  T h e  a d v a n c e m e n t  i n  L E D  s o u r c e s  a n d  p h o t o d e t e c t o r  
t e c h n o l o g i e s  p r o v i d e s  c o m p a c t ,  l o w  p o w e r  a n d  l o w  c o s t  d e t e c t o r s  f o r  i n c o r p o r a t i n g  
c o l o r i m e t r i c  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  i n t o  r e m o t e l y  d e p l o y a b l e  d e v i c e s  [ 1 7 , 1 8 ] .  
F i g u r e  1 . 1 8  A  v a r i e t y  o f  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  L E D s :  ( A )  B l u e  L E D  (A,, 4 3 0  
n m ) ,  ( B )  G r e e n  L E D  ( A , , ,  5 2 5  n m )  a n d  ( C )  R e d  L E D  ( A , , ,  6 6 0  n m ) .  
I n t r o d u c t i o n  o f  L E D s  i n  O p t i c a l  S e n s o r s  
W h e n  M o n s a n t o  i n t r o d u c e d  t h e  f i r s t  c o m m e r c i a l  v i s i b l e  L i g h t  E m i t t i n g  D i o d e  ( L E D )  
i n  1 9 6 8  t h e y  p r o d u c e d  o n l y  r e d  l i g h t .  T o d a y  L E D s  i n  t h e  r e g i o n  o f  2 1 0 - 9 5 0  n r n  h a v e  
b e e n  d e v e l o p e d  [ 1 5 , 1 9 ] .  L E D s  w e r e  f i r s t  u s e d  f o r  c h e m i c a l  a n a l y s i s  t h r e e  d e c a d e s  a g o  
[ 2 0 ] .  L E D s  o f f e r  a  n u m b e r  o f  a d v a n t a g e s  c o m p a r e d  t o  e x i s t i n g  l i g h t  s o u r c e s  i n  
o p t o e l e c t r o n i c  a p p l i c a t i o n s .  T h e s e  i n c l u d e  i n c r e a s e d  l i f e t i m e ,  l o w  c o s t ,  r e d u c e d  p o w e r  
c o n s u m p t i o n ,  h i g h e r  b r i g h t n e s s ,  r u g g e d  c o n s t r u c t i o n ,  e f f i c i e n c y ,  f l e x i b i l i t y ,  b e t t e r  
s p e c t r a l  p u r i t y  a n d  s u i t a b l e  d r i v i n g  f o r c e  [ 2  1 1 .  T h e  d e v e l o p m e n t  o f  l i g h t - e m i t t i n g  
d i o d e s  ( L E D )  r e s u l t e d  i n  t h e  a p p e a r a n c e  o f  n e w  o p t i c a l  r a d i a t i o n  i n s t r u m e n t a t i o n  s u c h  
a s  t h a t  p r e s e n t e d  b y  F l a s c h k a  e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  [ 2 2 ] ,  A n f a l t  e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  [ 2 3 ]  a n d  
B e t t e r i d g e  e t  a l .  ( 1  9 7 8 )  [ 2 4 ] .  
L E D s  h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  b e  c o u p l e d  ( f o r  e x a m p l e ,  w i t h  w a v e g u i d e s  o r  o p t i c a l  f i b r e s )  
t o  a  w i d e  v a r i e t y  o f  d e t e c t o r s  s u c h  a s ,  p h o t o d i o d e - a r r a y s  ( P D A )  [ 2 5 , 2 6 ] ,  
p h o t o m u l t i p l i e r  t u b e s  ( P M T )  [ 2 7 , 2 8 ] ,  O c e a n  O p t i c s  s p e c t r o m e t e r  [ 2 9 - 3  1 1 ,  l i g h t  
d e p e n d e n t  r e s i s t o r  ( L D R )  [ 3 2 - 3 4 1 ,  p h o t o t r a n s i s t o r  ( P T )  [ 2 2 , 2 4 , 3  5 1 ,  p h o t o d i o d e s  [ 3  6 -  
5 7 1  a n d  L E D s  [ 5 8 - 6 1 1 .  
1 . 6 . 2  L E D s  c o u p l e d  w i t h  P h o t o t r a n s i s t o r s  a s  a  d e t e c t o r  
L E D  b a s e d  p h o t o m e t e r s  w e r e  f i r s t  p r o p o s e d  b y  B a r n e s  i n  1 9 7 0  ( a s  s t a t e d  b y  F l a s c h k a  
e t  a l .  [ 2 2 ] )  a n d  t h e  c o n c e p t  o f  a n  L E D - p h o t o t r a n s i s t o r  ( P T )  p h o t o m e t e r  w i t h  a  3 0  c m  
p a t h  l e n g t h  f l o w  t h r o u g h  c e l l  w a s  r e a l i s e d  i n  1 9 7 3  [ 4 9 ] .  
T h e  f i r s t  p r a c t i c a l  L E D  b a s e d  f l o w  t h r o u g h  p h o t o d e t e c t o r  o f  t h i s  t y p e  w a s  d e s c r i b e d  
b y  B e t t e r i d g e  e t  a l .  [ 2 4 ] .  A  s i m p l e  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  c o n s i s t i n g  o f  a  g a l l i u m  
p h o s p h i d e  l i g h t - e m i t t i n g  d i o d e  a s  t h e  l i g h t  s o u r c e  a n d  a  s i l i c o n  p h o t o t r a n s i s t o r  a s  t h e  
s e n s o r ,  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 1 9  w a s  d e v e l o p e d .  D e t e r m i n a t i o n s  o f  m e t a l  i o n s  a t  t h e  
p a r t s  p e r  b i l l i o n  ( p p b )  l e v e l  w e r e  a c h i e v e d  u s i n g  P A R  r e a g e n t .  R S D  o f  1 . 5 %  w a s  
o b t a i n e d  w h i c h  w a s  f u r t h e r  r e d u c e d  t o  l e s s  t h a n  1  %  w i t h  l o w e r  f l o w  r a t e s .  
h o t o t r a n s i s t o r  
F i g u r e  1 . 1 9  S e c t i o n a l  v i e w  o f  t h e  t r a n s d u c e r  c e l l  [ 2 4 ]  
-  2 6  -  
T h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  d e t e c t o r  w a s  o f  p a r t i c u l a r  r e l e v a n c e  t o  f l o w  i n j e c t i o n  a n a l y s i s  
( F I A )  [ 6 2 ] .  P h o t o t r a n s i s t o r s  a n d  p h o t o d i o d e s  c a n  b o t h  b e  u s e d  a s  d e t e c t o r s  w i t h  
p h o t o t r a n s i s t o r s  t y p i c a l l y  p r o v i d i n g  1 . 5 - 2  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e  g r e a t e r  c u r r e n t  o u t p u t  
a l b e i t  t h e  r e s p o n s e  i s  s l o w e r  [ 4 9 ] .  T h i s  d o e s  n o t  n e c e s s a r i l y  m e a n  t h a t  t h e  u s e  o f  
p h o t o t r a n s i s t o r s  r e s u l t s  i n  b e t t e r  S / N  h o w e v e r ,  a s  D a s g u p t a  e t  a l .  o b s e r v e d  t h a t  
p h o t o t r a n s i s t o r s  a r e  t y p i c a l l y  m o r e  n o i s y  t h a n  p h o t o d i o d e s .  
I  . 6 . 3  
L E D s  c o u p l e d  w i t h  P h o t o d i o d e s  a s  a  d e t e c t o r  
M a l t  e t  a l .  r e p o r t e d  t h e  f i r s t  L E D  c o u p l e d  w i t h  a  p h o t o d i o d e  i n  1 9 7 6  [ 2 3 ] .  T h e y  
c o n s t r u c t e d  a  p h o t o m e t r i c  p r o b e  i n s t r u m e n t  t o  d e t e r m i n e  t h e  t o t a l  a l k a l i n i t y  o f  
s e a w a t e r .  T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w e r e  f o u n d  t o  b e  i n  g o o d  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e p o r t e d  
p o t e n t i o m e t r i c  m e t h o d  w i t h  t h e  a d d e d  a d v a n t a g e  o f  f a s t e r  m e a s u r e m e n t s .  
T o  d a t e  o n e  o f  t h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  d e t e c t o r s  i n  p h o t o m e t r y  i s  t h e  p h o t o d i o d e  
[ 4 3 - 4 5 1 .  D a s g u p t a  e t  a l .  h a v e  p u b l i s h e d  s e v e r a l  p a p e r s  o n  t h e  v a r i a t i o n s  a n d  
a p p l i c a t i o n s  o f  t h i s  s y s t e m  [ 4 6 - 4 9 , 5  1 , 5 2 1 .  
H a u s e r  e t  a l .  [ 3 8 - 4 0 , 5 5 1  h a v e  c o n t r i b u t e d  s i g n i f i c a n t l y  t o  t h e  a d v a n c e m e n t  o f  L E D  a s  
a  l i g h t  s o u r c e  a n d  w e r e  t h e  f i r s t  t o  r e p o r t  t h e  u s e  o f  a  b l u e  L E D  a s  a  s p e c t r o s c o p i c  
s o u r c e  [ 3 9 ] .  H a u s e r  e t  a l .  d e s c r i b e  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  t r a n s d u c e r  u s i n g  a  b l u e  L E D  
a n d  a  p h o t o d i o d e  a s  a  d e t e c t o r .  T h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  d e v i c e  w a s  t e s t e d  f o r  
c o m m o n l y  u s e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  p r o c e d u r e s  f o r  C r ,  M n ,  Z n ,  F e  a n d  C 1  a n d  
c o m p a r e d  w i t h  c o n v e n t i o n a l  m o l e c u l a r  a b s o r p t i o n  s p e c t r o s c o p y .  T h e  t r a n s d u c e r  w a s  
a l s o  i n v e s t i g a t e d  a s  a  d e t e c t o r  i n  f l o w - i n j e c t i o n  a n a l y s i s .  L i g h t  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  b y  
t h e  u s e  o f  1  m m  p l a s t i c  o p t i c a l  c a b l e ,  a l l o w i n g  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  o p t o - e l e c t r o n i c  
c o m p o n e n t s  r e m o v e d  f r o m  t h e  w e t  c h e m i c a l  p a r t  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 2 0  [ 3 9 ] .  
F i g u r e  1 . 2 0  C r o s s - s e c t i o n a l  v i e w  o f  t h e  t r a n s d u c e r  c e l l :  ( 1 )  i n l e t l o u t l e t ,  ( 2 )  f i b r e  
o p t i c  c a b l e ,  ( 3 )  s t r i p p e d  s e c t i o n  o f  t h e  f i b r e  o p t i c  c a b l e ,  ( 4 )  o p t i c a l  p a t h  [ 3 9 ] .  
P h o t o d i o d e s  a r e  e x t r e m e l y  v e r s a t i l e  a n d  h a v e  b e e n  e m p l o y e d  i n  v a r i o u s  
c o n f i g u r a t i o n s ,  s u c h  a s  f l o w  t h r o u g h  d e t e c t o r s  i n  f l o w  i n j e c t i o n  a n a l y s i s  ( F I A )  
[ 3 7 , 4 0 , 6 2 ] ,  s e p a r a t i o n  s y s t e m s  [ 2 7 , 3 6 , 6 3 - 6 5 1  a n d  p r o b e  p h o t o m e t e r s  [ 2 3 , 6 6 ] .  
P h o t o d i o d e s  a r e  f a v o u r e d  f o r  t h e i r  r a p i d  r e s p o n s e  a n d  w i d e  l i n e a r  r a n g e  o f  t r a n s m i t t e d  
l i g h t ,  w h i c h  a r e  t y p i c a l l y  t h r e e  a n d  f o u r  o r d e r s  o f  m a g n i t u d e  b e t t e r ,  r e s p e c t i v e l y ,  t h a n  
t h o s e  o f  p h o t o t r a n s i s t o r s  [ 6 7 ] .  
1 . 6 . 4  
L E D s  c o u p l e d  w i t h  L D R s  a s  a  d e t e c t o r  
W h e n  u s e d  a s  a  l i g h t  s o u r c e ,  t h e  L E D  i s  u s u a l l y  c o n f i g u r e d  i n  t r a n s m i t t a n c e  m o d e ,  
h o w e v e r ,  M a t i a s  e t  a l .  [ 3 2 ]  d e v e l o p e d  a  s i m p l e  l o w  c o s t  r e f l e c t o m e t e r  f o r  c o l o r i m e t r i c  
d i f f u s e  r e f l e c t a n c e  m e a s u r e m e n t s  u s i n g  a  g r e e n  L E D  a s  t h e  l i g h t  s o u r c e  a n d  a n  L D R  
a s  a  d e t e c t o r  ( F i g u r e  1 . 2 1 ) .  T h e  q u a n t i t a t i v e  a n a l y s i s  o f  n i c k e l ,  i n  a  c a t a l y s t ,  u s i n g  
d i m e t h y l g h y o x i m e  a s  a  c o l o r i m e t r i c  r e a g e n t ,  w a s  u s e d  t o  t e s t  t h e  d e v i c e .  A n  R S D %  
o f  -  6 %  w a s  a c h i e v e d .  
L E D  
F i g u r e  1 . 2 1  S c h e m e  o f  t h e  p r o p o s e d  r e f l e c t a n c e  d e v i c e .  ( A )  i s  t h e  p a r t  m a d e  i n  
b l a c k  P T F E ,  w h e r e  t h e  L E D  a n d  t h e  L D R  a r e  p l a c e d ,  i n  t h e  s a m e  p l a n e ,  a t  a n  
4 5 '  a n g l e  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  r e f l e c t i n g  s u r f a c e  a n d  a t  a n  a n g l e  o f  9 0 '  w i t h  r e s p e c t  
t o  e a c h  o t h e r .  ( B )  i s  t h e  r e a c t i o n  a n d  r e f l e c t i o n  c e l l  m a d e  i n  w h i t e  P T F E .  T h e  
i n d i c a t e d  d i m e n s i o n s  a r e  i n  m i l l i m e t r e s  [ 3 2 ]  
T h e  L E D  a n d  L D R  w e r e  p o s i t i o n e d  i n  t h e  s a m e  p l a n e  a t  4 5 '  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  
r e f l e c t i n g  s u r f a c e  a t  a n  a n g e l  o f  9 0 '  b e t w e e n  t h e m .  T h e  r e f l e c t a n c e  w a s  m e a s u r e d  f o r  
N i ( D M G ) 2  p r e c i p i t a t e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  n i c k e l  s o l u t i o n .  A  l i n e a r  r a n g e  f r o m  0 - 1 . 2 5  x  
1  o - ~  m o l  L - ~  w a s  a c h i e v e d .  
1 . 6 . 5  
D u a l  L E D s  a s  a  l i g h t  s o u r c e  
A  s i g n i f i c a n t  n u m b e r  o f  L E D - p h o t o m e t e r s  d e s c r i b e  a  f i x e d  w a v e l e n g t h  f o r  a  
p r e d e t e r m i n e d  p u r p o s e .  A  c h a n g e  o f  w a v e l e n g t h  h a d  t o  b e  e f f e c t e d  b y  p h y s i c a l l y  
c h a n g i n g  t h e  l i g h t  s o u r c e .  T h i s  l i m i t a t i o n  h a s  b e e n  c a u s e d  b y  t h e  d i f f i c u l t y  i n  
c o u p l i n g  l i g h t  f r o m  m o r e  t h a n  o n e  s o u r c e  i n t o  a  s i n g l e  d e t e c t o r  c e l l  [ 5 5 ] .  
T h e  u s e  o f  t w o  L E D s  a l l o w s  f o r  t h e  c o r r e c t i o n  o f  c o l o u r  c h a n g e ,  R I  [ 5 1 ]  o r  t u r b i d i t y  
[ 5 1 , 5 2 ] ,  w h i c h  w a s  f i r s t  i n t r o d u c e d  b y  W o r s f o l d  e t  a l .  [ 5 0 ] .  A  f l o w  i n j e c t i o n  m a n i f o l d  
b a s e d  o n  r e a g e n t  i n j e c t i o n  i n t o  t h e  s a m p l e  s t r e a m  w a s  d e s c r i b e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  
o f  p h o s p h a t e  i n  n a t u r a l  w a t e r s .  A  d o u b l e  b e a m  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  i n c o r p o r a t i n g  t w o  
L E D s  a t  6 6 0  n m  a n d  p h o t o d i o d e s  e n c l o s e d  i n  a  2 0 c m 3  b o x  w a s  e m p l o y e d  a s  s h o w n  i n  
F i g u r e  1 . 2 2 .  T h e  r e s p o n s e  i s  l i n e a r  o v e r  t h e  r a n g e  0 - 2 0 0 0  p g l - l  p h o s p h a t e - p h o s p h o r u s  
( R ~  =  0 . 9 9 9 2 )  a n d  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  ( 0 )  i s  1 2  p g l - '  p h o s p h o r u s .  
L E D s  
F i g u r e  1 . 2 2  F l o w  c e l l  h o u s i n g  m a d e  o f  a l u m i n i u m .  B o r e s :  ( a )  5 m m  n o m i n a l ,  t o  f i t  
t h e  L E D s ;  ( b )  8 . 5 m m  n o m i n a l  t o  f i t  t h e  p h o t o d i o d e s  [ 5 0 ] .  
T h e  s a m p l e  w a s  p u m p e d  t h r o u g h  t h e  r e f e r e n c e  c h a n n e l  p r i o r  t o  t h e  i n j e c t i o n  o f  
r e a g e n t  i n  o r d e r  t o  c o m p e n s a t e  f o r  p h y s i c a l  c h a n g e s  i n  t h e  s a m p l e  s t r e a m  ( e . g .  c o l o u r  
o r  t u r b i d i t y ) .  
I  . 6 . 6  
B i -  1  T r i -  c o l o u r  L E D s  a s  a  l i g h t  s o u r c e  
T h e  m o s t  p o p u l a r  t y p e  o f  t r i - c o l o u r  L E D  h a s  a  r e d  a n d  a  g r e e n  L E D  c o m b i n e d  i n  o n e  
p a c k a g e  w i t h  t h r e e  l e a d s .  T h e y  a r e  c a l l e d  t r i - c o l o u r  b e c a u s e  m i x e d  r e d  a n d  g r e e n  l i g h t  
a p p e a r s  t o  b e  y e l l o w  a n d  t h i s  i s  p r o d u c e d  w h e n  b o t h  t h e  r e d  a n d  g r e e n  L E D s  a r e  o n .  
F i g u r e  1 . 2 3  S c h e m a t i c  o f  T r i - c o l o u r  L E D  [ 6 8 ] .  
F i g u r e  1 . 2 3  s h o w s  t h e  c o n s t r u c t i o n  o f  a  t r i - c o l o u r  L E D .  T h e  c e n t r e  l e a d  ( k )  i s  t h e  
c o m m o n  c a t h o d e  f o r  b o t h  L E D s ,  t h e  o u t e r  l e a d s  ( a 1  a n d  a 2 )  a r e  t h e  a n o d e s  t o  t h e  
L E D s  a l l o w i n g  e a c h  o n e  t o  b e  l i t  s e p a r a t e l y ,  o r  b o t h  t o g e t h e r  t o  g i v e  t h e  t h i r d  c o l o u r .  
T h e  u s e  o f  b i -  /  t r i -  c o l o u r  L E D s  a l l o w s  f o r  a  c o m p a c t  r u g g e d  m u l t i - w a v e l e n g t h  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  w h i c h  a l l o w s  t h e  a n a l y s i s  o f  m u l t i c o m p o n e n t  s a m p l e s  
s i m u l t a n e o u s l y  o r  f o r  t h e  c o r r e c t i o n  o f  t u r b i d i t y  [ 5 2 - 5 4 1 .  
H u a n g  e t  a l .  [ 5 2 ]  i n v e s t i g a t e d  t h e  u s e  o f  a  b i - c o l o u r  L E D  a s  a  l i g h t  s o u r c e  c o u p l e d  
w i t h  a  p h o t o d i o d e  a s  a  d e t e c t o r  a n d  c a l i b r a t e d  t h e  s y s t e m  u s i n g  a  s e r i e s  o f  
b r o m o t h y m o l  b l u e  s o l u t i o n s .  A  r e d  /  g r e e n  d u a l  w a v e l e n g t h  L E D  w i t h  e m i s s i o n  
m a x i m a  a t  6 3 0  a n d  5 6 5  n m  w e r e  u s e d .  T h e  R ~  v a l u e s  o f  0 . 9 9 9 4  a n d  0 . 9 9 9 9  w e r e  
a c h i e v e d  r e s p e c t i v e l y  w i t h  o v e r a l l  R S D  v a l u e s  o f  0 . 2 5 %  a n d  0 . 2 4 %  f o r  r e d  a n d  g r e e n  
c o l o u r s .  S u c h  a  d e t e c t o r  w i t h  a  r e d  /  y e l l o w  L E D  c o u p l e d  w i t h  t h e  F I A  t e c h n i q u e  f o r  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  1  o - ~  M  l e v e l s  o f  C o  w a s  a l s o  c a r r i e d  o u t .  
M u l t i  -  L E D s  a s  a  l i g h t  s o u r c e  
T h e  u s e  
o f  a  m u l t i - L E D  p h o t o m e t e r  [ 5 5 - 5 7 , 6 1 1  a l l o w s  a  w i d e  r a n g e  o f  t h e  
e l e c t r o m a g n e t i c  s p e c t r u m  t o  b e  c o v e r e d  s i m u l t a n e o u s l y  o r  i n d i v i d u a l l y  w i t h o u t  
m a n u a l l y  c h a n g i n g  t h e  L E D s .  
H a u s e r  e t  a l .  [ 5 5 ]  e m p l o y e d  a  f i b r e  o p t i c  c o u p l e r  t o  g u i d e  t h e  l i g h t  f r o m  u p  t o  7  L E D s  
i n t o  a  s i n g l e  m e a s u r i n g  c e l l .  T h i s  s i n g l e  p h o t o m e t e r  a l l o w e d  t h e  d e t e c t i o n  o f  A l ,  C u ,  
N H 3 ,  C u ,  C a ,  c h r o m i u m ,  p h o s p h a t e  a n d  n i t r i t e  u s i n g  c o l o r i m e t r i c  m e t h o d s .  T h e  
c o u p l e r  i s  u s e d  t o  m e r g e  t h e  l i g h t  f r o m  o n e  o f  t h e  7  i n p u t  c h a n n e l s  i n t o  2  o u t p u t  
f i b r e s .  O n e  i s  b r o u g h t  t o  t h e  m e a s u r i n g  a n d  t h e  o t h e r  i s  b r o u g h t  t o  t h e  r e f e r e n c e  
p h o t o d i o d e  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 2 4 .  
F i g u r e  1 . 2 4  T h e  c i r c u i t  d i a g r a m  f o r  t h e  m u l t i - L E D  p h o t o m e t e r  [ 5 5 ]  
1 . 7  L E D s  a s  L i g h t  D e t e c t o r s  
T h e  c o n c e p t  o f  e m p l o y i n g  a n  L E D  a s  a  l i g h t  d e t e c t o r  w a s  f i r s t  p r o p o s e d  b y  M i m s  
[ 6 9 , 7 0 ] .  U s i n g  a  s i m p l e  c i r c u i t  t h a t  c o n t a i n e d  a n  o p e r a t i o n a l  a m p l i f i e r  t o  m e a s u r e  t h e  
p h o t o c u r r e n t  o b t a i n e d  b y  a  r e v e r s e d  b i a s e d  L E D ,  t h e  L E D  s e n s o r  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  
d e t e c t i o n  o f  s u n l i g h t .  
T h e  n o v e l  u s e  o f  a n  L E D  a s  b o t h  l i g h t  s o u r c e  a n d  d e t e c t o r  f o r  c h e m i c a l  a n a l y s i s  w a s  
d e v e l o p e d  b y  L a u  e t  a l .  [ 5 8 - 6 1 1 .  T h e  e m i t t e r  L E D  i s  f o r w a r d  b i a s e d  w h i l e  t h e  d e t e c t o r  
L E D  i s  r e v e r s e  b i a s e d .  I n s t e a d  o f  m e a s u r i n g  t h e  p h o t o c u r r e n t  d i r e c t l y ,  a  s i m p l e  t i m e r  
c i r c u i t  i s  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  t i m e  t a k e n  f o r  t h e  p h o t o c u r r e n t  g e n e r a t e d  b y  t h e  e m i t t e r  
L E D  t o  d i s c h a r g e  t h e  d e t e c t o r  L E D  f r o m  5  V  ( l o g i c  1 )  t o  1 . 7  V  ( l o g i c  0 )  t o  g i v e  
d i g i t a l  o u t p u t  d i r e c t l y  w i t h o u t  u s i n g  a n  A / D  c o n v e r t e r .  T h e  p a i r e d  e m i t t e r  d e t e c t o r -  
d i o d e  ( P E D D )  s e n s o r  i s  v e r y  v e r s a t i l e  a n d  c a n  b e  c o n f i g u r e d  i n  a  v a r i e t y  o f  w a y s  t o  
m e a s u r e  a b s o r b a n c e  o r  r e f l e c t a n c e  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 2 5 .  
F i g u r e  1 . 2 5  S c h e m a t i c  o f  v a r i o u s  P E D D  c o n f i g u r a t i o n s ;  ( 1 )  S a m p l e  p i c k s  u p  
r e a g e n t  -  d i r e c t  t r a n s m i s s i o n ,  ( 2 )  I m m o b i l i z e  r e a g e n t  o n t o  s u r f a c e  o f  L E D  
s o u r c e / d e t e c t o r ,  ( 3 )  I m m o b i l i z e  d y e  d i r e c t l y  o n t o  f a b r i c  a n d  ( 4 )  B a c k - e n d  
r e f l e c t a n c e  o r  e v a n e s c e n t  w a v e  s e n s i n g  o f  i m m o b i l i s e d  d y e  
L a u  e t  a l .  c o n s t r u c t e d  a  p a i r  o f  f u s e d  L E D s  a t  a  9 0 '  a n g l e  w i t h  r e s p e c t  t o  e a c h  o t h e r  t o  
f o r m  a n  o p t i c a l  p r o b e  u s e d  f o r  c o l o u r  a n d  c o l o u r  b a s e d  p H  m e a s u r e m e n t s  a s  s h o w n  i n  
F i g u r e  1 . 2 6 .  T h e  P E D D  d e v i c e  w a s  u s e d  i n  r e f l e c t a n c e  m o d e  a n d  p l a c e d  d i r e c t l y  i n t o  
t h e  s a m p l e  o f  i n t e r e s t .  S e n s o r  f u n c t i o n  i s  b a s e d  o n  t h e  l e v e l  o f  l i g h t  r e c e i v e d  b y  t h e  
d e t e c t o r  d i o d e ,  w h i c h  v a r i e s  w i t h  t h e  r e f l e c t a n c e  o f  t h e  i n t e r f a c e  b e t w e e n  t h e  d e v i c e  
a n d  i t s  e n v i r o n m e n t ,  o r  t h e  c h e m o c h r o m i c  m e m b r a n e  t h a t  c o v e r s  t h e  L E D s  [ 5 8 , 6 1 ] .  
T h e  s e n s o r  w a s  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  f o r  c o l o u r  b a s e d  p H  m e a s u r e m e n t s  a n d  a l s o  
c o l o u r  d e t e c t i o n  o f  d y e s .  
( A l  ( 1 3 1  E ~ t i i t t i ~ r g  L E D  
E m i l l i n @  I . E D  D e t e c t i n g  L E D  
I L i n c  of F u s i c l n  
F i g u r e  1 . 2 6  
S c h e m a t i c  o f  ( A )  f u s e d - L E D s  a n d  ( B )  c r o s s - s e c t i o n  o f  t h e  o p t i c a l  
p r o b e  [ 5 8 ] .  
T h e  ' d i s c o  p h o t o m e t e r '  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  b y  L a u  e t  a l .  a s  a n  a l t e r n a t i v e  r e f l e c t a n c e  
b a s e d  o p t i c a l  s e n s o r  c o n f i g u r a t i o n  [ 6 1 ] .  T h e  s e n s o r  e m p l o y s  a n  a r r a y  o f  L E D s  a s  t h e  
l i g h t  s o u r c e s ,  w h i c h  s u r r o u n d  t h e  c e n t r e  d e t e c t o r  L E D  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  1 . 2 7 .  T h i s  
a p p r o a c h  a l l o w e d  t h e  a n a l y s i s  o f  m u l t i p l e  d y e s  s e p a r a t e l y  a n d  a s  d y e  m i x t u r e s .  
F i g u r e  1 . 2 7  A  p i c t u r e  o f  t h e  ' d i s c o  p h o t o m e t e r '  ( a )  a n d  a  s k e t c h  o f  t h e  d i s c o  
p h o t o m e t e r  t o  i l l u s t r a t e  t h e  l i g h t  d e t e c t i o n  p a t h w a y  ( b ) [ 6 1 ] .  
A  d i s t i n c t  a d v a n t a g e  o f  u s i n g  t h e  p a i r e d  e m i t t e r  d e t e c t o r - d i o d e  o p t i c a l  s e n s o r  i n  
c o m p a r i s o n  w i t h  w i d e l y  u s e d  L E D - p h o t o d i o d e  s y s t e m  i s  t h a t  t h e  L E D - L E D  
c o m b i n a t i o n  i s  a  l e s s  e x p e n s i v e  i n  b o t h  t h e  c o s t  o f  c o m p o n e n t s  ( 3 5  U S  c e n t s  p e r  
s e n s o r )  a n d  t h e  c o s t  o f  t h e  s i g n a l  t r a n s d u c t i o n  c i r c u i t r y  [ 5 8 ] .  T h e  m e a s u r i n g  t e c h n i q u e  
e m p l o y e d  b y  t h e  P E D D  d e v i c e  d o e s  n o t  r e q u i r e  a  r e l a t i v e l y  e x p e n s i v e  A I D  c o n v e r t e r  
a s  t h e  o u t p u t  s e e n  b y  t h e  m i c r o p r o c e s s o r  i s  a  d i r e c t  p u l s e - d u r a t i o n - m o d u l a t e d  s i g n a l .  
A d d i t i o n a l  a d v a n t a g e s  t o  t h e  P E D D  d e v i c e  i s  t h e  s i z e ,  l o w  p o w e r  c o n s u m p t i o n  ( c a n  
o p e r a t e  i n  m i c r o w a t t s  r a n g e ) ,  c a n  d e t e c t  l o w  a b s o l u t e  l i g h t  l e v e l s  ( c a .  0 . 0 0 0 1  l x ) ,  
r e s p o n d s  t o  a  b r o a d  s p e c t r a l  r a n g e  ( 2 8 0  t o  > 9 0 0  n m )  a n d  c a n  a c h i e v e  g o o d  S / N  r a t i o .  
C H A P T E R  2  
P H O T O M E T R I C  D E T E C T I O N  I N  
F L O W  A N A L Y S I S  U S I N G  I N T E G R A T E D  
P A I R E D  E M I T T E R - D E T E C T O R  D I O D E S  
P h o t o m e t r i c  D e t e c t i o n  i n  F l o w  A n a l y s i s  u s i n g  
I n t e g r a t e d  P E D D s  
I n t r o d u c t i o n  
O p t i c a l  s e n s i n g  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  a c t i v e  a r e a s  o f  r e s e a r c h  i n  a n a l y t i c a l  c h e m i s t r y .  
T h i s  i s  l a r g e l y  d u e  t o  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  i n e x p e n s i v e ,  c o m p a c t ,  l o w  p o w e r  c o n s u m i n g  
c o m p o n e n t s  s u c h  a s  L E D s .  L E D s  a r e  t h e  m o s t  e f f i c i e n t  s o u r c e s  o f  c o l o u r e d  l i g h t  i n  
a l m o s t  t h e  e n t i r e  v i s i b l e  r a n g e  [ 1 8 ] .  P r e s e n t l y  L E D s  c o v e r i n g  a  b r o a d  s p e c t r a l  r a n g e  
o f  2 8 0 - 9 5 0  n r n  a r e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  [ 1 5 ] .  F i g u r e  2 . 1  i l l u s t r a t e s  s o m e  c o m m o n  
L E D  w a v e l e n g t h s  e m p l o y e d  i n  o p t i c a l  s e n s o r s .  T h e  e m i s s i o n  s p e c t r u m  f o r  e a c h  L E D  
i s  n o r m a l i s e d  t o  a  0 - 1  r a n g e  b y  d i v i d i n g  t h e  e m i s s i o n  v a l u e s  o b t a i n e d  b y  t h e  
m a x i m u m  v a l u e .  T y p i c a l l y  a  n a r r o w  e m i s s i o n  b a n d w i d t h  a t  h a l f  m a x i m u m  ( B W H M )  
o f  1 0 - 3 0  n m  i s  a c h i e v e d .  
5 0 0  5 5 0  
W a v e l e n g t h  ( n m )  
F i g u r e  2 . 1  U V - v i s  s p e c t r a l  r a n g e  c o v e r e d  b y  a  v a r i e t y  o f  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  
L E D s  
I n  g e n e r a l  o p t i c a l  s e n s o r s  a r e  c o n f i g u r e d  u s i n g  a n  L E D  a s  t h e  l i g h t  s o u r c e  c o u p l e d  
w i t h  a  p h o t o d i o d e  a s  t h e  d e t e c t o r  [ 3 6 - 3 9 1 .  T y p i c a l  o p t i c a l  s e n s o r s  o f t e n  c o m p r i s e  o f  
e x p e n s i v e ,  c u m b e r s o m e ,  h i g h  p o w e r  c o m p o n e n t s  1 7 1 1 .  T h i s  c h a p t e r  d e s c r i b e s  a  n o v e l  
i n e x p e n s i v e  o p t i c a l  s e n s i n g  d e v i c e  f o r  f l o w  a n a l y s i s  b a s e d  o n  t h e  u s e  o f  t w o  L E D s ,  
w h e r e b y  o n e  i s  e m p l o y e d  a s  t h e  l i g h t  s o u r c e  a n d  t h e  o t h e r  a s  t h e  l i g h t  d e t e c t o r .  
2 . 2  P a i r e d  E m i t t e r - D e t e c t o r  D i o d e  ( P E D D )  
2 . 2 . 1  A n a l y t i c a l  M o d e l  
I n  t h i s  s t u d y  t h e  m e a s u r e m e n t  i s  b a s e d  o n  t h e  f o l l o w i n g  t h e o r e t i c a l  m o d e l ,  w h i c h  h a s  
b e e n  d e r i v e d  b y  L a u  e t  a l .  [ 5 8 , 5 9 ] .  A  m a t h e m a t i c a l  m o d e l  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  t o  
r e l a t e  t h i s  s e n s i n g  s t r a t e g y  t o  c o n v e n t i o n a l  a n a l y t i c a l  m e a s u r e m e n t s  b a s e d  o n  t h e  
B e e r - L a m b e r t  L a w .  
T h e  d e t e c t o r  L E D  i s  r e v e r s e d  b i a s e d  t o  5 V  a n d  i s  d i s c h a r g e d  b y  t h e  p h o t o c u r r e n t  i l i g h t  
g e n e r a t e d  b y  t h e  e m i t t e r  L E D .  A n o t h e r  d i s c h a r g i n g  p r o c e s s  a l s o  o c c u r s  n a t u r a l l y  i n  
p a r a l l e l  i n  w h i c h  t h e  c i r c u i t  d i s c h a r g e s  i t s e l f  i n  c o m p l e t e  d a r k n e s s  v i a  a  s m a l l  ( d a r k )  
c u r r e n t  i d i s ,  w h i c h  i s  n o r m a l l y  i n s i g n i f i c a n t  c o m p a r e d  t o  i l i g h t .  T y p i c a l l y ,  u n d e r  s t r o n g  
i l l u m i n a t i o n ,  w e  h a v e  f o u n d  t h e  d i s c h a r g e  t i m e  t o  b e  i n  t h e  r e g i o n  o f  m i c r o s e c o n d s ,  
w h e r e a s  i n  c o m p l e t e  d a r k n e s s ,  i t  d i s c h a r g e s  i n  c a .  3 0 0  m i l l i s e c o n d s .  
I n  g e n e r a l ,  t h e  t o t a l  d i s c h a r g e  t i m e ,  t  f o r  t h e  L E D  e q u i v a l e n t  c i r c u i t  c a n  b e  d e s c r i b e d  
a s  
E q u a t i o n  2 . 1  
w h e r e  Q  i s  a c c u m u l a t e d  c h a r g e  ( a  c o n s t a n t )  
W h e n  i l i g h t  > >  i d i ,  
E q u a t i o n  2 . 2  
i . e .  t h e  t i m e  t a k e n  t o  d i s c h a r g e  t h e  c a p a c i t o r  i s  i n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  i n t e n s i t y  
o f  t h e  i n c i d e n t  l i g h t ,  a s  t h e  q u a n t i t y  o f  e l e c t r i c  c h a r g e  ( Q )  i s  a  c o n s t a n t .  
W h e n  l i g h t  p a s s e s  t h r o u g h  a  c o l o u r e d  s a m p l e  s o l u t i o n ,  t h e  t r a n s m i t t e d  l i g h t  i n t e n s i t y  
( I )  i s  r e d u c e d  r e l a t i v e  t o  t h e  i n c i d e n t  l i g h t  i n t e n s i t y  ( I , )  d u e  t o  a b s o r b a n c e  o f  t h e  l i g h t  
e n e r g y  b y  t h e  a n a l y t e  a t  a  s p e c i f i c  w a v e l e n g t h .  T h e  s a m p l e  a b s o r b a n c e  ( A )  i s  r e l a t e d  
t o  t h e s e  i n t e n s i t i e s  a n d  t h e  s a m p l e  c o n c e n t r a t i o n  i n  a c c o r d a n c e  t o  t h e  B e e r - L a m b e r t  
L a w ;  
A  =  1 0 ,  ( I d )  =  l o g  ( x )  =  E C I  
E q u a t i o n  2 . 3  
w h e r e  t o  i s  t h e  t i m e  t o  d i s c h a r g e  t o  a  p r e s e t  v o l t a g e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  c o l o u r e d  
s p e c i e s  i n  s o l u t i o n  ( a  c o n s t a n t ) ,  I  i s  t h e  o p t i c a l  p a t h  l e n g t h  t h r o u g h  t h e  s o l u t i o n  ( c m ) ,  c  
i s  t h e  m o l a r  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  ( ~ m o l - ' c m m l )  a t  a  p a r t i c u l a r  w a v e l e n g t h  a n d  C  i s  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a b s o r b i n g  s p e c i e s  ( m o 1 ~ - I ) ,  t h e r e f o r e  w e  c a n  s a y ;  
E q u a t i o n  2 . 3  p r e d i c t s  t h a t  i f  t h e  B e e r - L a m b e r t  l a w  h o l d s  a n d  t h e  d a r k  c u r r e n t  f r o m  t h e  
c a p a c i t o r  i s  n e g l i g i b l e  c o m p a r e d  t o  t h e  p h o t o - d i s c h a r g e  c u r r e n t ,  t h e n  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a b s o r b i n g  a n a l y t e  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  l o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e ,  
w i t h  t h e  i n t e r c e p t  b e i n g  l o g  ( t o ) .  
T h e  C i r c u i t r y  
l n p u t  f o r  I C D - S  p r o g r a m m e r  
M i c r o p r o c e s s o r  
L E D  l n p u t  a n d  O u t p u t  
V o l t a g e  R e g u l a t o r  
I  
T o  ( 9  V )  P o w e r  S u p p l y  
F i g u r e  2 . 2  P h o t o g r a p h  o u t l i n i n g  t h e  l a y o u t  o f  t h e  p r o g r a m m a b l e  i n t e r f a c e  
c o n t r o l l e r  ( P I C )  b o a r d .  
M i c r o c o n t r o l l e r  
A  m i c r o c o n t r o l l e r  i s  a  c o m p u t e r - o n - a - c h i p  u s e d  t o  c o n t r o l  a n d  m o n i t o r  e l e c t r o n i c  
d e v i c e s  [ 7 2 ] .  T y p i c a l l y  a  m i c r o c o n t r o l l e r  h a s  a  n u m b e r  o f  g e n e r a l  p u r p o s e  
i n p u t l o u t p u t  ( 1 1 0 )  p i n s ,  i n t e r n a l  t i m e r s ,  a n  a n a l o g - t o - d i g i t a l  c o n v e r t e r  ( A D C )  a n d  
s u p p o r t  f o r  s t a n d a r d  c o m m u n i c a t i o n  p r o t o c o l s  s u c h  a s  R S - 2 3 2 .  T h e  f e a t u r e s  p r o v i d e d  
b y  a  m i c r o c o n t r o l l e r  a r e  c o n t r o l l e d  b y  a  p i e c e  o f  s o f t w a r e  r u n n i n g  o n  t h e  c h i p ,  a n d  
t h i s  c o d e  c a n  b e  e a s i l y  u p d a t e d  b y  s i m p l y  r e p r o g r a m m i n g  t h e  d e v i c e .  T h e r e f o r e  
m i c r o c o n t r o l l e r s  o f f e r  a  v e r y  f l e x i b l e  p l a t f o r m  f o r  d e v e l o p i n g  d e v i c e s  t h a t  i n c o r p o r a t e  
s e n s i n g ,  e x t e r n a l  c o n t r o l  a n d  c o m m u n i c a t i o n s .  A  m i c r o c o n t r o l l e r  a l s o  o f f e r s  t h e  
a d v a n t a g e s  o f  b e i n g  s m a l l  i n  s i z e  ( F i g u r e  2 . 2 ) ,  i n e x p e n s i v e  a n d  l o w  p o w e r .  W i t h i n  
t h i s  p r o j e c t  t h e  P I C  i s  u s e d  t o  d r i v e  a n  e m i t t e r  L E D ,  d r i v e  a n d  m o n i t o r  a  d e t e c t o r  
L E D ,  a v e r a g e  t h e  s e n s o r  r e a d i n g s  a n d  s e n d  t h e s e  o v e r  a  s e r i a l  c o n n e c t i o n  ( R S - 2 3 2 )  t o  
a  P C .  T h e  s a m p l e  r a t e ,  a v e r a g e  r a t e  a n d  d a t a  o u t p u t  r a t e  a r e  a l l  c o n t r o l l e d  i n  s o f t w a r e  
r u n n i n g  o n  t h e  P I C ,  a n d  t h e r e f o r e  c a n  e a s i l y  b e  m o d i f i e d .  S u p p o r t  f o r  t h i s  i s  p r o v i d e d  
b y  a n  I n  C i r c u i t  D e b u g g e r  f o r  s e r i a l  p o r t s  ( I C D - S ) ,  w h i c h  a l l o w s  f o r  e a s y  
d o w n l o a d i n g  a n d  d e b u g g i n g  o f  p r o g r a m s  f o r  P I C  m i c r o c o n t r o l l e r s  [ 7 3 ] .  
V o l t a g e  R e g u l a t o r  
A  v o l t a g e  r e g u l a t o r  i s  a  s m a l l  d e v i c e  o r  c i r c u i t  t h a t  r e g u l a t e s  t h e  v o l t a g e  f e d  t o  t h e  
m i c r o p r o c e s s o r ,  p r o v i d i n g  a  s t a b l e ,  c o n s t a n t  v o l t a g e  f r o m  a  p o w e r  s u p p l y  o p e r a t i n g  a t  
a  h i g h e r  v o l t a g e .  I n  t h i s  c a s e  a  9  V  b a t t e r y  w a s  u s e d  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  a  5  V  
r e g u l a t o r  t o  p r o v i d e  a  s t a b l e  5  V  s o u r c e  t o  t h e  P I C  a n d  a s s o c i a t e d  c o m p o n e n t s  o n  t h e  
b o a r d .  
L E D  C o n t r o l  
T h e  e m i t t e r  L E D  w a s  d r i v e n  b y  a n  I 1 0  p i n  o n  t h e  P I C  v i a  a  c u r r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t o r .  
O u t p u t  i n t e n s i t y  o f  t h e  e m i t t e r  L E D  w a s  c o n t r o l l e d  b y  t h e  v a l u e  o f  t h e  r e s i s t o r .  T h e  
L E D  l i g h t  d e t e c t o r  i n  o u t p u t  m o d e  w a s  c h a r g e d  t o  5  V  f o r  1 0 0  p s  a n d  t h e n  s w i t c h e d  
t o  i n p u t  m o d e .  T h e  p h o t o n  f l u x  f r o m  t h e  e m i t t e r  L E D  s t r i k e s  t h e  d e t e c t o r  L E D ,  
g e n e r a t i n g  a  s m a l l  p h o t o c u r r e n t  t h a t  d i s c h a r g e s  t h e  c a p a c i t o r  v o l t a g e .  T h e  t o t a l  
a m o u n t  o f  p h o t o c u r r e n t  p r o d u c e d  i s  i n  t h e  o r d e r  o f  n a n o a m p e r e s .  T h e  p h o t o c u r r e n t  
p r o d u c e d  i s  n o t  m e a s u r e d  d i r e c t l y  a s  t h i s  w o u l d  r e q u i r e  a n  e x p e n s i v e  
n a n o a m p e r o m e t e r  t o  m e a s u r e  i t  a c c u r a t e l y .  T h e  m e a s u r e m e n t  t a k e n  i s  t h e  d e c a y  t i m e  
( p s )  t a k e n  f o r  t h e  d i s c h a r g e  p r o c e s s  t o  g o  f r o m  a n  i n i t i a l  v a l u e  o f  5  V  ( l o g i c  1 )  t o  a  
p r e s e t  v a l u e  o f  1 . 7  V  ( l o g i c  0 )  [ 5 8 - 6 0 1 .  A  t y p i c a l  d i s c h a r g e  p r o f i l e  o f  a n  L E D  w i t h  a n  
e m i s s i o n  A,, o f  6 1 0  n r n  w a s  o b t a i n e d  e m p l o y i n g  a  F l u k e  S c o p e m e t e r @  ( F l u k e  
C o r p o r a t i o n ,  W A ,  U S A )  b y  L a u  e t  a l .  [ 5 9 ] .  A s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 3  t h e  L E D  w a s  
c h a r g e d  u p  t o  5  V  f o r  5 0 0  p s  b e f o r e  b e i n g  d i s c h a r g e d  u n d e r  f l u o r e s c e n t  l i g h t i n g .  
I n p u t  A  
I  w  R e ~ p a n s e  t i m e  =  1 3 2  i r s  
F i g u r e  2 . 3  T y p i c a l  d i s c h a r g e  c u r v e  f o r  a n  L E D  c h a r g e d  u p  t o  5  V  a n d  t h e n  
d i s c h a r g e d  t o  a  t h r e s h o l d  o f  1 . 7  V  u n d e r  a r t i f i c i a l  l i g h t i n g  ( f l u o r e s c e n t  t u b e )  [ 5 9 ] .  
T h e  t i m e  t a k e n  t o  d i s c h a r g e  t h e  c a p a c i t o r  v o l t a g e  f r o m  5  V  ( l o g i c  1 )  t o  a  p r e s e t  
v o l t a g e  o f  1 . 7  V  ( l o g i c  0 )  w a s  c a .  1 3 2  p s .  T h e  m e a s u r e m e n t  i s  s u b j e c t  t o  i n t e r f e r e n c e  
f r o m  a m b i e n t  l i g h t ,  t h e r e f o r e  i n  o r d e r  t o  m i n i m i s e  t h i s  e f f e c t  t h e  m e a s u r e m e n t  i s  
p e r f o r m e d  w i t h  t h e  e m i t t e r  L E D  s e q u e n t i a l l y  p u l s e d  o n  a n d  o f f  a s  o u t l i n e d  i n  
E q u a t i o n  2 . 4 .  
A c t u a l  o u t p u t  =  D e c a y  t i m e  ( L E D  o n )  -  D e c a y  t i m e  ( L E D  o f f )  
E q u a t i o n  2 . 4  
2 . 2 . 3  D a t a  C a p t u r e  
F o r  t h i s  w o r k  t h e  P I C  w a s  p r o g r a m m e d  t o  m e a s u r e  a  r a n g e  b e t w e e n  0  -  6 5 5 0 4  p s .  
E a c h  d a t a  p o i n t  r e p o r t e d  i s  a n  a v e r a g e  o f  1 6  d a t a  p o i n t s .  T h e  a v e r a g e d  d i s c h a r g e  t i m e  
w a s  r e p o r t e d  a t  a  r a t e  o f  1  d a t a  p o i n t l s e c o n d .  D a t a  i s  t r a n s f e r r e d  t o  a  P C  v i a  a  R S 2 3 2  
p o r t  ( F i g u r e  2 . 2 ) ,  a n d  c a p t u r e d  w i t h  t h e  H y p e r T e r m i n a l  s o f t w a r e ,  a n d  t h e n  s a v e d  a s  a  
t e x t  f i l e  f o r  f u r t h e r  a n a l y s i s  u s i n g  E x c e l T M  ( M i c r o s o f t ,  I n c . ,  U S A )  [ 6 0 ] .  
2 . 2 . 4  P r o j e c t  A i m  
I n  m o s t  m i c r o a n a l y t i c a l  s y s t e m s  n e i t h e r  t h e  l i g h t  s o u r c e  n o r  t h e  p h o t o d e t e c t o r  i s  
i n t e g r a t e d  i n t o  t h e  s a m e  s u b s t r a t e  a s  t h e  f l u i d i c  c h a n n e l  n e t w o r k .  T h i s  i s  b e c a u s e  t h e  
i n t e g r a t i o n  o f  a l l  c o m p o n e n t s  n e c e s s a r y  f o r  p e r f o r m i n g  a  t o t a l  c h e m i c a l  a n a l y s i s  i s  
v e r y  c o m p l e x  [ 7 4 ] .  T h e  w o r k  p r e s e n t e d  h e r e i n  f o c u s e s  o n  a  n o v e l  i n t e g r a t e d  o p t i c a l  
s e n s o r ,  t h e  P E D D .  
T h e  a i m  o f  t h i s  w o r k  i s  t o  d e s i g n  a n d  d e v e l o p  a n  o p t i c a l  s e n s i n g  d e v i c e  f o r  
c o l o r i m e t r i c  f l o w  a n a l y s i s  t h a t  e m p l o y s  a n  L E D  a s  a  l i g h t  s o u r c e  a n d  l i g h t  d e t e c t o r .  
T h i s  w o r k  i s  b a s e d  o n  t h e  m e a s u r i n g  t e c h n i q u e  d e v e l o p e d  b y  M i t s u b i s h i  E l e c t r o n i c  
R e s e a r c h  L a b o r a t o r y  ( M E R L )  i n  c o l l a b o r a t i o n  w i t h  D C U  [ 5  8 1 .  
T h e  L E D s  a r e  c o n f i g u r e d  i n  t r a n s m i t t a n c e  m o d e  a t  1 8 0 '  w i t h  r e s p e c t  t o  e a c h  o t h e r .  
A n  o p t i c a l  f l o w  c e l l  w a s  c o n s t r u c t e d  u s i n g  t h e  t w o  L E D s ,  w h i c h  a l l o w e d  s a m p l e  t o  
f l o w  t h r o u g h  t h e  c o - j o i n e d  L E D s .  T h i s  w o r k  w i l l  d e m o n s t r a t e  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  
f l o w  a n a l y s i s  s y s t e m  i s  u s e f u l  f o r  c o l o r i m e t r i c  a n a l y s i s .  T h e  P E D D  h a s  t h e  
a d v a n t a g e s  o f  b e i n g  s m a l l ,  i n e x p e n s i v e ,  h i g h l y  s e n s i t i v e ,  l o w  p o w e r  a n d  r e q u i r e s  
s m a l l  s a m p l e  v o l u m e s .  T h e s e  a r e  d e s i r a b l e  c h a r a c t e r i s t i c s  f o r  m i n i a t u r i z e d  f i e l d -  
d e p l o y a b l e  d e v i c e s  u s e d  i n  a u t o n o m o u s  m o n i t o r i n g  s y s t e m s  [ 1 5 ] .  
C a l i b r a t i o n  o f  t h e  i n t e g r a t e d  o p t i c a l  f l o w  c e l l  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  p H  i n d i c a t o r  d y e s .  
T h e  f l o w  r a t e ,  d y n a m i c  r a n g e ,  s e n s i t i v i t y  a n d  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  
T h e  P E D D  f l o w  c e l l  w a s  u s e d  f o r  p H  d e t e r m i n a t i o n  i n  t h e  r a n g e  o f  p H  2 . 2 6  -  8 . 1 0  
u s i n g  t h e  i n d i c a t o r  d y e  b r o m o c r e s o l  g r e e n  ( B C G ) .  T h e  p K ,  o f  t h e  B C G  w a s  a l s o  
e x a m i n e d  u s i n g  t h i s  t e c h n i q u e .  
P E D D  f o r  C o l o r i m e t r i c  F l o w  A n a l y s i s  
T h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n  o u t l i n e s  t h e  d e s i g n  a n d  f a b r i c a t i o n  o f  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  ( A )  
s i n g l e  i n l e t  a n d  ( B )  d u a l  i n l e t .  
S i n g l e  I n l e t  P E D D  F l o w  C e l l  
T h e  o p t i c a l  d e v i c e  w a s  f a b r i c a t e d  u s i n g  t w o  i d e n t i c a l  ( 5  m m )  L E D s  ( h ,  a t  6 2 1  n m )  
( K i n g b r i g h t ,  F r a n c e ) ,  w i t h  t h e  e m i s s i o n  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 4 .  T o  f a c i l i t a t e  c o m p a r i s o n  
t h e  e m i s s i o n  a n d  a b s o r b a n c e  a r e  n o r m a l i s e d  t o  a  0 - 1  r a n g e  b y  d i v i d i n g  v a l u e s  b y  t h e  
m a x i m u m  e m i s s i o n  a n d  a b s o r b a n c e  a c h i e v e d .  
- 6 2 1  n m  L E D  
- 1 0  m M  B C G  
- 0 . 0 9  m M  A B  
W a v e l e n g t h  ( n r n )  
F i g u r e  2 . 4  E m i s s i o n  s p e c t r u m  ( A , , ,  6 2 1  n m )  o f  t h e  L E D  u s e d  i n  t h e  i n t e g r a t e d  
P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  ( r e d  l i n e ) ,  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  ( A , , ,  6 1 6  n m )  o f  1 0  
m M  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a t  p H  7  ( g r e e n  l i n e )  a n d  0 . 0 9  m M  a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  
H C l  ( A , , ,  6 0 0  n m )  ( b l u e  l i n e ) .  
T h e  o r i g i n a l  l e n g t h  o f  e a c h  L E D  w a s  1 0  m m .  T h e  P E D D  s e n s o r  w a s  p r e p a r e d  b y  f i r s t  
c u t t i n g  0 . 2 5  m m  f r o m  t h e  t i p s  o f  e a c h  L E D  t o  g i v e  a  f l a t  t o p ,  r a t h e r  t h a n  t h e  u s u a l  
c u r v e d  s u r f a c e .  T h e  s u r f a c e  o f  t h e  L E D s  w a s  t h e n  s a n d e d  d o w n  u s i n g  g e n e r a l  
p u r p o s e ,  f i n e - g r a d e  p a p e r  ( H o m e b a s e ,  D u b l i n )  t o  m a k e  t h e m  s m o o t h  a n d  f l a t  b e f o r e  
b o n d i n g .  U s i n g  a  d r i l l  b i t  o f  s i z e  1 . 3  m m ,  a  c h a n n e l  w a s  m a c h i n e d  i n t o  e a c h  L E D  t o  a  
d e p t h  o f  1 . 8  m m ,  r e s u l t i n g  i n  a  p a t h  l e n g t h  o f  3 . 6  m m  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 5 .  
F i g u r e  2 . 5  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  f o r  
c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  
1 5  m m  
0 . 7 5  m m  
A n  i n l e t  a n d  o u t l e t  w e r e  a l s o  m a c h i n e d  u s i n g  t h e  s a m e  m e t h o d .  P r i o r  t o  b o n d i n g ,  t h e  
t w o  L E D s  w e r e  a c c u r a t e l y  a l i g n e d  t o  e n s u r e  t h e  l i n e  o f  f u s i o n  w a s  p e r f e c t l y  r o u n d .  
T h e  L E D s  w e r e  t h e n  f u s e d  t o g e t h e r  u s i n g  U V  c u r a b l e  e p o x y  g l u e  ( E d m u n d  S c i e n t i f i c :  
O r l a n d  8 1  e x t r a  f a s t  c u r i n g ,  U S A ) ,  a n d  p l a c e d  u n d e r  U V  l i g h t  ( 3 8 0  n m )  f o r  3 0  m i n .  
G r e e n  p e e k  t u b i n g  ( i d .  0 . 7 5  m m )  w a s  p l a c e d  a t  e i t h e r  e n d  o f  t h e  c h a n n e l  a n d  s e a l e d  
i n t o  p l a c e  u s i n g  a r a l d i t e  e p o x y  g l u e  ( H o m e b a s e ,  D u b l i n ) .  T h e  P E D D  f l o w  c e l l  w a s  
l e f t  t o  d r y  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  a  f u r t h e r  3 0  m i n .  T h e  o p t i c a l  c e l l  w a s  t h e n  p a i n t e d  
b l a c k  t o  r e d u c e  s t r a y  l i g h t  e f f e c t s .  T h e  t o t a l  l e n g t h  o f  t h e  P E D D  w a s  n o w  1 5  m m .  
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T m -  L i n e  o f  F u s i o n  
E m i t t e r  L E D  &, 6 2 1  n m  
D e t e c t o r  L E D  &,, 6 2 1  
D u a l  I n l e t  P E D D  F l o w  C e l l  
T h e  d u a l  i n l e t  f l o w  c e l l  w a s  f a b r i c a t e d  i n  a  m a n n e r  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  s i n g l e  i n l e t  
P E D D  f l o w  c e l l .  T w o  ( 5  m m )  r e d  L E D s  (A, a t  6 2 1  n m )  ( K i n g b r i g h t ,  F r a n c e ) ,  w i t h  
e m i s s i o n  p r o p e r t i e s  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 6 ,  w e r e  e m p l o y e d .  T h e  L E D s  w e r e  p r e p a r e d  
a s  o u t l i n e d  i n  t h e  a b o v e  s e c t i o n  ( S i n g l e  I n l e t  F l o w  C e l l )  h o w e v e r  t h e  i n l e t  a n d  o u t l e t  
w e r e  m a c h i n e d  i n  a n  a l t e r n a t i v e  c o n f i g u r a t i o n .  A  l o n g e r  p a t h  l e n g t h  o f  4  m r n  w a s  
e m p l o y e d  t o  i n c r e a s e  s e n s i t i v i t y .  
I n l e t  O u t l e t  
I  
L i n e  o f  F u s i o n  
E m i t t e r  
L E D  &, 6 2 1  n m  
D e t e c t o r  L E D  &, 6 2 1  n m  
F i g u r e  2 . 6  S c h e m a t i c  o f  a  d u a l  i n l e t  P E D D  f l o w  c e l l .  
U s i n g  a  d r i l l  b i t  o f  s i z e  1 . 3  m m ,  a  c h a n n e l  w a s  m a c h i n e d  i n t o  e a c h  L E D  t o  a  d e p t h  o f  
2  m m ,  r e s u l t i n g  i n  a  p a t h  l e n g t h  o f  4  m r n  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 6 .  T w o  i n l e t s  a n d  a n  
o u t l e t  w e r e  a l s o  m a c h i n e d  u s i n g  t h e  s a m e  m e t h o d .  O r a n g e  p e e k  t u b i n g  ( i . d .  0 . 5  r n r n )  
w a s  p l a c e d  a t  e a c h  i n l e t  a n d  o u t l e t  c h a n n e l  a n d  s e a l e d  i n t o  p l a c e  u s i n g  a r a l d i t e  e p o x y  
g l u e  ( H o m e b a s e ,  D u b l i n )  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 7 .  T h e  b o n d i n g  p r o c e s s  w a s  r e p e a t e d  
a s  d e s c r i b e d  i n  t h e  p r e v i o u s  s e c t i o n .  
F i g u r e  2 . 7  P h o t o g r a p h  o f  t h e  d u a l  i n l e t  P E D D  f l o w  c e l l  u s i n g  t w o  r e d  L E D s  (A,, 
6 2 1  n m ) .  
E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e  
T h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n  d i s c u s s e s  t h e  e x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e s  n e e d e d  t o  e v a l u a t e  a n d  
v a l i d a t e  t h e  P E D D  f l o w  c e l l .  
C h e m i c a l s  
A l l  r e a g e n t s  u s e d  w e r e  o f  a n a l y t i c a l  g r a d e .  
p H  7  b u f f e r  t a b l e t s  ( L e n n o x ,  D u b l i n )  
B r o m o c r e s o l  g r e e n  s o d i u m  s a l t  ( S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n )  
A n i l i n e  B l u e  d i a m r n o n i u m  s a l t  ( S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n )  
U l t r a p u r e  W a t e r  ( M i l l i p o r e  I r e l a n d  B . V . ,  C o r k ,  I r e l a n d )  
H y d r o c h l o r i c  a c i d  3 2 %  ( F i s h e r  S c i e n t i f i c  U K  L t d . ,  L e i c e s t e r s h i r e )  
S o d i u m  H y d r o x i d e  p e l l e t s  ( S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n )  
2 . 3 . 2  R e a g e n t s  a n d  S o l u t i o n s  
p H  7  b u f f e r  s o l u t i o n  
A  1 0 0  m L  p H  7  b u f f e r  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  f r o m  M i l l i - Q  u l t r a p u r e  w a t e r  a n d  p H  7  
b u f f e r  t a b l e t s .  F o l l o w i n g  p r o t o c o l  1  b u f f e r  t a b l e t  w a s  d i s s o l v e d  i n  1 0 0  m L  o f  
d e i o n i s e d  w a t e r  a n d  s o n i c a t e d  f o r  a p p r o x i m a t e l y  2 0  m i n u t e s  [ 7 5 ] .  
0 . 1  M  H y d r o c h l o r i c  A c i d  
A  5 0 0  m L  0 . 1  M  H C 1  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  b y  d r o p  w i s e  a d d i n g  5 . 7 0  m L  o f  c o n c .  
H C 1  t o  c a .  2 0 0  m L  o f  u l t r a p u r e  w a t e r  i n  a  v o l u m e t r i c  f l a s k  a n d  t h e n  d i l u t i n g  t o  t h e  
m a r k .  
B r o m o c r e s o l  G r e e n  s t o c k  
A  s t o c k  s o l u t i o n  o f  1 0  m M  B C G  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  0 . 7 2  g  o f  d y e  i n  a  1 0 0  
m L  p H  7  b u f f e r  s o l u t i o n  f r o m  w h i c h  d i l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d .  
A  s e r i e s  o f  d y e  s o l u t i o n s  e a c h  c o n t a i n i n g  4 0  p M  B C G  a t  v a r i o u s  p H s  ( 2 . 2 6 - 8 . 1 0 )  
w e r e  a l s o  p r e p a r e d .  
A n i l i n e  B l u e  s t o c k  
A  s t o c k  s o l u t i o n  o f  1 0  m M  a n i l i n e  b l u e  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  1 . 9 7  g  o f  d y e  i n  a  
2 5 0  m L  0 . 1  M  H C 1  s o l u t i o n  f r o m  w h i c h  d i l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d .  
2 . 3 . 3  
V a l i d a t i o n  o f  t h e  P E D D  f l o w  s y s t e m  
A n  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  i f  t h e  L E D  d e t e c t o r  o f  t h e  P E D D  d e v i c e  
d e m o n s t r a t e d  a  s i m i l a r  r e s p o n s e  a s  t h a t  o f  a  w e l l  e s t a b l i s h e d  l i g h t  d e p e n d e n t  r e s i s t o r  
( L D R )  t o  a n  L E D  l i g h t  s o u r c e  [ 5 9 ] .  T h e  L D R  m e a s u r e s  t h e  p h o t o c u r r e n t  g e n e r a t e d  b y  
t h e  L E D  l i g h t  s o u r c e  ( k R ) ,  w h i l e  t h e  P E D D  r e s p o n s e  i s  e x p r e s s e d  a s  d i s c h a r g e  t i m e  
( p s )  i . e .  t i m e  t a k e n  t o  d i s c h a r g e  d e t e c t o r  d i o d e  j u n c t i o n  c a p a c i t a n c e  f i - o m  5  V  t o  1 . 7  V  
d u e  t o  t h e  i n c i d e n t  p h o t o c u r r e n t .  
T h e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  o p t i c a l  r e s p o n s e  f r o m  t h e  
P E D D  w a s  b o t h  l i n e a r  a n d  i n d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  t h e  e m i t t e r  
L E D .  
P r o c e d u r e  
A  s i m p l e  m e a s u r i n g  s y s t e m  w a s  c o n s t r u c t e d  u s i n g  a  h o l l o w  b l a c k  c y l i n d r i c a l  t u b e  ( 5  
111111). 
L E D - L E D  s e n s o r  
T w o  L E D s  (A, 6 2 1  n r n )  w e r e  p l a c e d  a t  e i t h e r  e n d  o f  t h e  c y l i n d e r ,  1  c m  a p a r t  a s  
s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 8 .  T h e  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h e  P E D D  d e v i c e  w a s  c a p t u r e d  a s  
o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
V a r i a b l e  R e s i s t o r  
E m i t t e r  L E D  
B l a c k  C y l i n d e r  
T o  P C  ( v i a  R S 2 3 2 )  
F i g u r e  2 . 8  S c h e m a t i c  o f  t h e  L E D - L E D  d e v i c e  t e s t  s e t u p .  
L E D - L D R  s e n s o r  
T h e  s e c o n d  c e l l  w a s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  L E D - L E D  c o n f i g u r a t i o n .  A n  L D R  w a s  
p l a c e d  a t  t h e  d e t e c t o r  e n d  o f  t h e  c y l i n d e r  ( F i g u r e  2 . 9 )  1  c m  f r o m  t h e  e m i t t e r  L E D .  T h e  
d a t a  o b t a i n e d  f i o m  t h e  L D R  w a s  c a p t u r e d  b y  e m p l o y i n g  a  m u l t i m e t e r  ( A g i l e n t  
3 4 4 0 1 A )  t o  m e a s u r e  t h e  p h o t o c u r r e n t  o f  t h e  d e t e c t o r .  T h e  m u l t i m e t e r  p r o v i d e d  a  
d i g i t a l  o u t p u t  o f  t h e  s i g n a l  w h i c h  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  P C  f o r  d i s p l a y  a n d  p o s t - r u n  
p r o c e s s i n g .  
V a r  
. i a b l e  R e s i s t o r  
E m i t t e r  L E L  
. . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. . . . . . .  . . . "  
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.  7  
B l a c k  C y l i n d e r  
H  I  c m  
M U  I t i  m e t e r  
F i g u r e  2 . 9  S c h e m a t i c  o f  L E D - L D R  d e v i c e  t e s t  s e t u p .  
A  v a r i a b l e  r e s i s t o r  ( 0 - 1 0  kSZ) ( R a d i o n i c s ,  I r e l a n d )  w a s  a t t a c h e d  d i r e c t l y  t o  t h e  e m i t t e r  
L E D  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t s  o f  v a r y i n g  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  t h e  e m i t t e r  L E D  b y  
c o n t r o l l i n g  t h e  a m o u n t  o f  e l e c t r i c a l  c u r r e n t  p a s s i n g  t o  t h e  e m i t t e r  L E D .  
A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e .  B o t h  s e t s  o f  d a t a  a c q u i r e d  w e r e  p l o t t e d  
u s i n g  M i c r o s o f t  T M  E x c e l  s o f t w a r e .  
O p t i m i s a t i o n  o f  t h e  P E D D  l i g h t  i n t e n s i t y  
A  s t u d y  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  i l l u m i n a t i o n  i n t e n s i t y  
o n  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  d e t e c t o r  [ 6 0 ] .  T h e  e m i t t e r  i n t e n s i t y  w a s  c o n t r o l l e d  b y  u s i n g  a  
v a r i a b l e  r e s i s t o r  c o n n e c t e d  d i r e c t l y  t o  t h e  e m i t t e r  L E D  a s  t h e  a m o u n t  o f  e l e c t r i c a l  
c u r r e n t  p a s s i n g  t o  t h e  e m i t t e r  L E D  i s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  e m i s s i o n  i n t e n s i t y .  
T h e r e f o r e  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  r e s i s t a n c e  r e s u l t s  i n  a  d e c r e a s e  i n  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  t h e  
e m i t t e r  L E D ,  w h i c h  i n  t u r n  r e s u l t s  i n  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  t i m e  t a k e n  t o  d i s c h a r g e  t h e  
d e t e c t o r  L E D .  A  2 0  p M  B C G  ( E  =  1 . 2  x  1  o 4  ~ m o l - ' c m - l )  a t  p H  7  s o l u t i o n  w a s  s e l e c t e d  
a s  i t  g a v e  a  s i g n i f i c a n t  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e ,  ( A t )  o f  c a .  1 0 0  p s  c o m p a r e d  t o  t h e  
p H  7  b a c k g r o u n d  a t  0 . 5  kC2. 
P r o c e d u r e  
A  p H  7  b u f f e r  s o l u t i o n  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  f l o w  c e l l  f o r  c a .  4  m i n u t e s  a t  a  
f l o w  r a t e  o f  0 . 6  m L / m i n .  
T h i s  w a s  t h e n  f o l l o w e d  b y  2 0  p M  B C G  a t  p H  7  f o r  c a .  4  m i n u t e s  a t  a  f l o w  r a t e  
o f  0 . 6  m l l r n i n .  
V a r i o u s  l i g h t  i n t e n s i t i e s  b r o u g h t  a b o u t  b y  v a r y i n g  t h e  r e s i s t a n c e  o n  t h e  e m i t t e r  
L E D  a s  i n  s e c t i o n  2 . 3 . 3  w e r e  e x a m i n e d  a n d  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w e r e  s h o w n  i n  
F i g u r e  2 . 1 4 .  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e .  
2 . 3 . 5  I n v e s t i g a t i o n  o f  f l o w  e f f e c t  o n  t h e  P E D D  r e s p o n s e  
I n  t h i s  s t u d y  t h e  P E D D  d e v i c e  w a s  i n c o r p o r a t e d  i n t o  a  F l o w  I n j e c t i o n  A n a l y s i s  ( F I A )  
s y s t e m  t o  d e t e r m i n e  t h e  e f f e c t  o f  f l o w  o n  t h e  r e s p o n s e .  A  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 0  p M  
B C G  a t  p H  7  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  s a m p l e  o f  c h o i c e  a s  i t  h a d  g o o d  c o l o u r  d e n s i t y ,  
t h e r e f o r e  a l l o w i n g  i t  t o  b e  e a s i l y  d e t e c t e d .  T h e  e m i s s i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  f l o w  c e l l  
( b ,  6 2  1  n m )  e f f i c i e n t l y  o v e r l a p s  w i t h  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  o f  b r o m o c r e s o l  g r e e n  
( L a ,  6 1 6  n m )  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 4 .  
P r o c e d u r e  
A  5 0 2 0  R h e o d y n e  l o w  p r e s s u r e  i n j e c t o r  v a l v e  ( S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n )  w a s  
e m p l o y e d .  
T h e  c a r r i e r  s o l u t i o n  w a s  p H  7  b u f f e r  s o l u t i o n .  
A  s a m p l e  l o o p  o f  1 0 0  p L  w a s  u s e d .  
2 0  p M  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a t  p H  7  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  a t  
v a r i o u s  p e r i s t a l t i c  p u m p  f l o w  s e t t i n g s  ( m L 1 m i n ) .  
D a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
T h e  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e .  
2 . 3 . 6  C a l i b r a t i o n  o f  t h e  P E D D  f l o w  c e l l s  w i t h  B r o m o c r e s o l  
G r e e n  a n d  A n i l i n e  B l u e  
A  s t u d y  w a s  c a r r i e d  o u t  i n v o l v i n g  t h e  c a l i b r a t i o n  o f  a  c h a n g e  i n  c o l o u r  i n t e n s i t y  o r  
c o n c e n t r a t i o n  o f  p H  i n d i c a t o r  d y e s ,  ( A )  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a t  p H  7  i n  t h e  s i n g l e  i n l e t  
P E D D  f l o w  c e l l  [ 6 0 ]  a n d  ( B )  a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  H C 1  i n  t h e  d u a l  i n l e t  P E D D  f l o w  
c e l l .  
B r o m o c r e s o l  g r e e n  a n d  a n i l i n e  b l u e  w e r e  s e l e c t e d  d u e  t o  t h e i r  l a r g e  m o l a r  e x t i n c t i o n  
c o e f f i c i e n t s  o f  1 . 2  x  l o 4  a n d  7 . 5  x  l o 4  m o l ~ - ' c m ~ ~  r e s p e c t i v e l y .  T h e  l i g h t  i n t e n s i t y  
t r a n s m i t t e d  i n  t h e  f l o w  c e l l  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a n  L E D  ( A m a x  6 2 1  n r n ) ,  w h i c h  
e f f i c i e n t l y  o v e r l a p s  t h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r a  o f  b r o m o c r e s o l  g r e e n  (A, 6 1 6  n m )  a n d  
a n i l i n e  b l u e  ( I m a x  6 0 0  n m )  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 4 .  T h e  e m i s s i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  L E D  
w a s  o b t a i n e d  b y  u s i n g  S 2 0 0 0  O c e a n  O p t i c  s p e c t r o m e t e r  ( O O I B a s e  3 2 T M ,  O c e a n  
O p t i c s ,  I n c . ,  D u n e d i n ,  U S A ) .  
P r o c e d u r e  
B r o m o c r e s o l  G r e e n  
V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  B C G  w e r e  m a d e  u p  i n  p H  7  b u f f e r  s o l u t i o n .  
E a c h  c o n c e n t r a t i o n  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  f o r  c a .  4  m i n u t e s  
p e r  s a m p l e ,  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 6  m l l m i n .  
A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  r e p e a t e d  8  t i m e s .  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
A n i l i n e  B l u e  
V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a n i l i n e  b l u e  w e r e  m a d e  u p  i n  0 . 1  M  H C 1 .  
E a c h  c o n c e n t r a t i o n  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  f o r  c a .  4  m i n u t e s  
p e r  s a m p l e ,  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 6  m L / m i n .  
A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  r e p e a t e d  4  t i m e s .  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
C o m p a r i s o n  o f  r e s u l t s  w i t h  a  p l a t e w e l l  r e a d e r  
A s  a  c o m p a r i s o n  s t u d y  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s a m e  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a n d  a n i l i n e  b l u e  
c o n c e n t r a t i o n s  ( s e c t i o n  2 . 3 . 6 )  w e r e  a c q u i r e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  ( B i o  
-  T e k  I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A )  [ 6 0 ] .  
F i g u r e  2 . 1 0  2 0 0  p L  a l i q u o t s  o f  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  0 . 5  p M - 2 0 . 5  m M  
o f  B C G  a t  p H  7  i n  a  9 6  p l a t e  w e l l .  
P r o c e d u r e  
A  2 0 0  p L  a l i q u o t  o f  e a c h  c o n c e n t r a t i o n  r a n g i n g  f r o m  0 . 5  p M - 2 0 . 5  m M  f o r  
b o t h  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a n d  a n i l i n e  b l u e  w e r e  t a k e n  a n d  a d d e d  t o  a  9 6  p l a t e  
w e l l  ( F i g u r e  2 . 1  0 ) .  
E a c h  c o n c e n t r a t i o n  w a s  a d d e d  t o  t h e  9 6  p l a t e  w e l l  i n  t r i p l i c a t e .  
T h e  a b s o r b a n c e  w a s  s c a n n e d  f r o m  4 0 0  -  7 0 0  n m .  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  s o f t w a r e  a n d  s a v e d  a s  a  t e x t  f i l e  f o r  
l a t e r  a n a l y s i s  u s i n g  M i c r o s o f t  T M  E x c e l  s o f t w a r e .  
U s i n g  P E D D  t o  M o n i t o r  C o l o u r  C h a n g e s  
T h e  P E D D  f l o w  c e l l  w a s  u s e d  t o  m o n i t o r  t h e  p H - d e p e n d e n t  c o l o u r  c h a n g e  o f  B C G  
[ 6 0 ] .  T h e  p K ,  o f  t h e  B C G  w a s  a l s o  e x a m i n e d  u s i n g  t h i s  t e c h n i q u e .  A  d y e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  4 0  p M  w a s  c h o s e n  t o  d e m o n s t r a t e  t h i s  a p p l i c a t i o n  a s  i t  h a s  g o o d  
c o l o u r  d e n s i t y .  U s i n g  t h e  i n d i c a t o r  d y e  b r o m o c r e s o l  g r e e n  ( B C G )  a  r a n g e  o f  p H s  
( 2 . 2 6  -  8 . 1  0 )  w e r e  e x a m i n e d  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 1  1 .  
F i g u r e  2 . 1 1  R a n g e  o f  p H s  o f  4 0  p M  B C G  f r o m  p H  2 . 2 6  t o  p H  8 . 1 0 .  
P r o c e d u r e  
T h e  p H  o f  t h e  4 0  p M  s a m p l e  w a s  v a r i e d  b y  t h e  d r o p w i s e  a d d i t i o n  o f  
c o n c e n t r a t e d  H C 1  o r  4  M  N a O H .  
T h e  p H  o f  t h e  s o l u t i o n  w a s  m o n i t o r e d  w i t h  t h e  u s e  o f  a  p r e - c a l i b r a t e d  
M e t r o h m  p H  m e t e r  ( M e t r o h m  I r e l a n d  L t d . ,  T a l l a g h t ,  D u b l i n  2 4 ) .  T h e  
p r o c e d u r e  f o r  t h e  c a l i b r a t i o n  o f  t h e  p H  m e t e r  i s  o u t l i n e d  i n  t h e  A p p e n d i x  
( s e c t i o n  7 . 1 ) .  
A f t e r  t h e  a d d i t i o n  o f  a c i d  o r  b a s e  t h e  s o l u t i o n  w a s  l e f t  t o  s t i r  f o r  a p p r o x i m a t e l y  
3  m i n u t e s  b e f o r e  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  P E D D  f l o w  c e l l .  
T h e  m e a s u r i n g  t i m e  w a s  a p p r o x i m a t e l y  4  m i n u t e s  f o r  e a c h  p H  e x a m i n e d .  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
2 . 4  R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  
2 . 4 . 1  
V a l i d a t i o n  o f  t h e  P E D D  f l o w  s y s t e m  
E x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  v e r i f y  t h e  r e s p o n s e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  L E D  l i g h t  
s e n s o r .  F i g u r e  2 . 1 2  s h o w s  t h e  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  i n c r e a s i n g  l o a d  ( c u r r e n t  
l i m i t i n g )  r e s i s t a n c e  o n  a n  u l t r a b r i g h t  L E D  e m i t t e r  (A, 6 2 1  n r n )  a n d  t h e  r e s u l t i n g  
l i g h t  i n t e n s i t y  o b s e r v e d  b y  a  l i g h t  d e p e n d e n t  r e s i s t o r  ( L D R ) .  A  m a x i m u m  r e l a t i v e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( R . S . D . )  o f  1 . 3 3 %  w a s  a c h i e v e d .  T h i s  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  L D R  
r e s p o n s e  ( R )  i s  i n c r e a s e d  l i n e a r l y  w i t h  t h e  c u r r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t a n c e .  T h e  r e s p o n s e  o f  
t h e  L D R  t o  v a r y i n g  l i g h t  i n t e n s i t y  i s  w e l l  e s t a b l i s h e d  s u c h  t h a t  l i g h t  i n t e n s i t y  ( i l i g h S  i s  
i n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  c u r r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t a n c e ,  i . e .  i l i g h t  a 1 1 R .  
R e s i s t a n c e  ( k O h m )  
F i g u r e  2 . 1 2  A  l i n e a r  p l o t  o b t a i n e d  b y  i n c r e a s i n g  c u r r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t a n c e  
a p p l i e d  t o  a n  L E D  e m i t t e r  c i r c u i t  w h i c h  r e s u l t s  i n  a  c h a n g e  i n  l i g h t  i n t e n s i t y  
m e a s u r e d  w i t h  a  l i g h t  d e p e n d e n t  r e s i s t o r .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  
T h i s  e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d  b y  s u b s t i t u t i n g  t h e  L D R  w i t h  a n  L E D  l i g h t  s e n s o r  (A, 
6 2 1  n r n ) .  F i g u r e  2 . 1 3  s h o w s  t h a t  t h e  d i s c h a r g e  t i m e  t  i n c r e a s e s  l i n e a r l y  w i t h  c u r r e n t  
l i m i t i n g  r e s i s t a n c e ,  w h i c h  m a y  b e  e x p r e s s e d  a s  t h e  r e c i p r o c a l  o f  l i g h t  i n t e n s i t y ,  a n d  i s  
t h e r e f o r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  e q u a t i o n  ( i . e .  t  a  l l i l i g h t ) .  A m a x i m u m  R . S . D .  o f  2 . 1  %  w a s  
a c h i e v e d .  T h e  i n c r e a s e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  i s  n o t  l i n e a r  b e l o w  1 5  k R  a s  t h e  l i g h t  
i n t e n s i t y  o f  t h e  u l t r a b r i g h t  r e d  L E D  i s  t o o  i n t e n s e .  
R e s i s t a n c e  ( k O h m )  
F i g u r e  2 . 1 3  D i s c h a r g e  t i m e  o f  d e t e c t o r  L E D  v s .  t h e  c u r r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t a n c e  
u s e d  t o  c o n t r o l  i n t e n s i t y  o f  t h e  e m i t t e r .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  
2 . 4 . 2  O p t i m i s a t i o n  o f  t h e  P E D D  l i g h t  i n t e n s i t y  
A  s t u d y  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  i l l u m i n a t i o n  i n t e n s i t y  o n  
t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  d e t e c t o r .  T h e  e m i t t e r  i n t e n s i t y  w a s  c o n t r o l l e d  b y  u s i n g  a  
v a r i a b l e  r e s i s t o r  c o n n e c t e d  d i r e c t l y  t o  t h e  e m i t t e r  L E D  a s  t h e  a m o u n t  o f  e l e c t r i c a l  
c u r r e n t  p a s s i n g  t o  t h e  e m i t t e r  L E D  i s  d i r e c t l y  p r o p o r t i o n a l  t o  i t s  e m i s s i o n  i n t e n s i t y .  
V a r i o u s  l i g h t  i n t e n s i t i e s  b r o u g h t  a b o u t  b y  v a r y i n g  t h e  r e s i s t a n c e  w e r e  e x a m i n e d  a n d  
t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w e r e  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 1 4 .  
1  2  3  
R e s i s t a n c e  ( k O h m )  
F i g u r e  2 . 1 4  A  p l o t  t o  i l l u s t r a t e  t h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  l i g h t  i n t e n s i t y  o n  t h e  c h a n g e  
i n  d i s c h a r g e  t i m e  d e t e c t e d  f o r  2 0  p M  B C G  a n d  p H  7  b u f f e r .  T h e  e r r o r  b a r s  
r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  
T h e  d a t a  s h o w e d  t h a t  i n c r e a s i n g  r e s i s t a n c e  t o  r e d u c e  l i g h t  i n t e n s i t y  r e s u l t e d  i n  a  l i n e a r  
i n c r e a s e  i n  t h e  c h a n g e  o f  r e s p o n s e  o b t a i n e d  ( A t )  f r o m  p H  7  b u f f e r  t o  2 0  p M  B C G .  T h e  
l a r g e s t  R . S . D .  ( n  =  3 )  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 1 4  i s  c a .  5 . 5 % .  T h e  m a x i m u m  p r e s e t  
d i s c h a r g e  t i m e  o f  t h e  c i r c u i t r y  i s  6 5 5 0 4  p s .  W h i l e  d e c r e a s i n g  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  
i n c r e a s e s  t h e  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  ( i . e .  p e a k  h e i g h t ) ,  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  b a s e l i n e  
d i s c h a r g e  t i m e  i s  a l s o  a c h i e v e d .  A t  r e s i s t a n c e s  a b o v e  4  k R  t h e  c i r c u i t r y  h a s  
a p p r o a c h e d  m a x i m u m  d i s c h a r g e  t i m e .  
F i g u r e  2 . 1 5  s h o w s  a  c o m p a r i s o n  o f  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  s y s t e m  w i t h  ( 1 )  m i n i m a l  
r e s i s t a n c e  ( 6  R )  a n d  ( 2 )  a t  2  W Z  f o r  8  p M  B C G  a t  p H  7 .  
8 0 0  
T i m e  ( s )  
F i g u r e  2 . 1 5  R e a l  t i m e  t r a c e s  o b t a i n e d  f o r  8  p M  B C G  s o l u t i o n  b u f f e r e d  a t  p H  7  
u s i n g  2  r e s i s t a n c e s  ( 6  a ,  b l a c k  l i n e  a n d  2  I W ,  r e d  l i n e ) .  
T h e  a v e r a g e  r e s p o n s e  t o  8  p M  B C G  o b t a i n e d  f r o m  ( 1 )  w a s  1 0 4 . 5  p s  f  1 . 9  p s  ( n  =  3 )  
w h e r e a s  t h e  a v e r a g e  r e s p o n s e  f r o m  ( 2 )  w a s  4  1 6 . 2  p s  +  1 1 . 6  p s  ( n  =  3 ) .  I n c r e a s i n g  t h e  
r e s i s t a n c e  t o  2  k R  t h e r e f o r e  i m p r o v e d  t h e  r e s p o n s e  b y  a p p r o x i m a t e l y  a  f a c t o r  o f  4 .  
T a b l e  2 . 1  T h e  e f f e c t  o f  d e c r e a s i n g  e m i t t e r  L E D  l i g h t  i n t e n s i t y  ( i . e .  b y  a p p l y i n g  
r e s i s t a n c e )  o n  t h e  b a s e l i n e  r e s p o n s e .  T h e  e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d  3  t i m e s .  
R e s i s t a n c e  ( k f 2 )  
0 . 5  
1  . O  
1 . 5  
2 . 0  
2 . 4  
3 . 3  
4 . 0  
B a s e l i n e  S t d .  D e v .  ( p s )  
1 . 3  &  0 . 2  
2 . 9  &  0 . 5  
5 . 8  k  0 . 3  
9 . 5  k  I  . 8  
1 2 . 3  &  0 . 4  
1 8 . 6  +  1 . 4  
2 6 . 0  &  1 . 9  
T h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  2 . 1  i n d i c a t e s  t h a t  w h i l e  d e c r e a s i n g  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  
t h e  e m i t t e r  L E D  i n c r e a s e s  t h e  c h a n g e  i n  r e s p o n s e  a c h i e v e d  t h e r e  i s  a l s o  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  b a s e l i n e .  A  r e s i s t a n c e  o f  2  k R  w a s  t h e r e f o r e  s e l e c t e d  a s  
t h e  c o m p r o m i s e  r e s i s t a n c e  a s  t h i s  i m p r o v e d  t h e  s i g n a l  r e s p o n s e  w h i l e  m a i n t a i n i n g  a  
s m o o t h  b a s e l i n e .  
2 . 4 . 3  I n v e s t i g a t i o n  o f  f l o w  e f f e c t  o n  t h e  P E D D  r e s p o n s e  
T h e  e f f e c t  o f  f l o w  r a t e  o n  t h e  r e s p o n s e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  P E D D  i n  a  f l o w  s y s t e m  w a s  
i n v e s t i g a t e d .  F i g u r e  2 . 1 6  d e m o n s t r a t e s  t h e  e f f e c t  o f  f l o w  o n  r e s i d e n c e  t i m e  a n d  
r e s p o n s e .  
T i m e  ( m i n )  
F i g u r e  2 . 1 6  T h e  e f f e c t  o n  P E D D  r e s p o n s e  w a s  i n v e s t i g a t e d  b y  v a r y i n g  f l o w  r a t e s  
( 0 . 0 5 - 0 . 3  m L / m i n )  o f  2 0  p M  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a t  p H  7 .  T h e  s a m p l e  v o l u m e  u s e d  
w a s  1 0 0  p 1 .  T h e  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e .  
I n c r e a s i n g  t h e  f l o w  r a t e  d e c r e a s e d  t h e  r e s i d e n c e  t i m e  a s  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  2 . 2 .  
T a b l e  2 . 2  R e s i d e n c e  d a t a  f o r  t h e  e f f e c t  o f  f l o w  r a t e  o n  r e s p o n s e  o b t a i n e d  f o r  2 0  
p M  B C G  a t  p H  7 .  
I n c r e a s i n g  t h e  f l o w  r a t e  h a d  a  n e g l i g i b l e  e f f e c t  o n  t h e  r e s p o n s e  o f  t h e  p H  7  b u f f e r  
s o l u t i o n  ( i . e .  b a s e l i n e ) .  T h e  a v e r a g e  m a x i m u m  r e s p o n s e  o b t a i n e d  f o r  t h e  p H  7  w a s  
2 2 4 3 . 2  *  3 . 5  p s ,  w i t h  a n  R . S . D .  ( n  =  3 )  o f  0 . 2 % .  T a b l e  2 . 3  p r e s e n t s  t h e  e f f e c t  o f  f l o w  
r a t e  o n  t h e  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  ( p s ) .  
F l o w  R a t e  ( m u m i n )  [  R e s i d e n c e  T i m e  ( m i n )  
T a b l e  2 . 3  T h e  e f f e c t  o n  P E D D  r e s p o n s e  w a s  i n v e s t i g a t e d  b y  v a r y i n g  f l o w  r a t e s  
( 0 . 0 5 - 0 . 3 0  m l l m i n )  o f  2 0  p M  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a t  p H  7 .  T h e  s a m p l e  v o l u m e  
u s e d  w a s  1 0 0  p l .  T h e  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e .  
0 . 0 5  
T h e  m e a n  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  f r o m  p H  7  t o  2 0  p M  B C G  a t  p H  7  d e c r e a s e d  
l i n e a r l y  w i t h  i n c r e a s i n g  p u m p  s p e e d  f r o m  0 . 0 5  -  0 . 2 0  m L / m i n  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  
2 . 1 7 .  T h i s  t r e n d  w a s  n o  l o n g e r  o b s e r v e d  w i t h  f l o w  r a t e s  a b o v e  0 . 2 0  m L / m i n .  
9 . 3  
0 . 1 0  
0 . 1 5  
0 . 2 0  
0 . 2 5  
0 . 3 0  
4 . 5  
3 . 1  
2 . 3  
I  . 7  
1 . 3  
F i g u r e  2 . 1 7  T h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  f l o w  r a t e s  ( 0 . 0 5 - 0 . 3 0  m L / m i n )  o n  t h e  c h a n g e  i n  
d i s c h a r g e  t i m e  ( p s )  o f  2 0  p M  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a t  p H  7  ( n  =  3 ) .  
2 . 4 . 4  C a l i b r a t i o n  o f  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  
2 . 4 . 4 . 1  B r o m o c r e s o l  G r e e n  
T h e  s i n g l e  i n l e t  P E D D  f l o w  c e l l  w a s  c a l i b r a t e d  w i t h  a  r a n g e  o f  b r o m o c r e s o l  g r e e n  
s o l u t i o n s  o f  v a r i e d  d y e  c o n c e n t r a t i o n  ( F i g u r e  2 . 1 8 ) .  A l l  c a l i b r a t i o n  s t a n d a r d s  w e r e  
b u f f e r e d  t o  p H  7 .  T h e  l o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( l o g  t l p s )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  d y e  
c o n c e n t r a t i o n  ( C )  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  m o d e l  ( e q n . 2 . 4 ) .  
F i g u r e  2 . 1 8  L i n e a r  c a l i b r a t i o n  p l o t  o f  l o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( t )  v e r s u s  B C G  
d y e  c o n c e n t r a t i o n  a t  p H  7 .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  f u l l  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  
f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  
T h e  i n s e t  i n  F i g u r e  2 . 1  8  s l ~ o w s  a  l a r g e  d e t e c t i o n  r a n g e  f i o m  c a .  0 . 5  p M  -  2 0 . 5  m M  
B C G  f r o m  w h i c h  a  l i n e a r  r a n g e  o f  a p p r o x i m a t e l y  0 . 9  t o  2 5 0  p M  B C G  @  v a l u e  
0 . 9 9 8 6 )  w a s  o b s e r v e d  a s  s h o w n  i n  t h e  m a i n  f e a t u r e  p l o t .  T h e  P E D D  r e s p o n s e  l e v e l l e d  
o f f  h r n  c a .  2 . 5  m M  a s  s h o w n  i n  t h e  i n s e t .  T h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  
m e a s u r e m e n t s  ( n  =  8 ,  s h o w n  a s  e r r o r  b a r s )  a r e  v e r y  Pow ( c a .  0 . 4 % ) .  
3 3 5 0  !  v  7  r  
0  1 0 0  2 0 0  3 0 0  4 0 0  5 0 0  6 0 0  
T i m e  ( s )  
F i g u r e  2 . 1 9  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  L O D  o f  B C G  a t  p H  7 .  A  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 5  
p M  B C G  a t  p H  7  w a s  f i r s t  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  f o r  c a .  1 0 0  p s  a n d  
t h e n  f o l l o w e d  b y  p H  7  b u f f e r .  T h i s  w a s  r e p e a t e d  i n  t r i p l i c a t e .  
A n  L O D  o f  0 . 5  p M  B C G  a t  p H  7  w a s  o b t a i n e d  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 1 9 .  T h e  a v e r a g e  
d i s c h a r g e  t i m e  o b t a i n e d  f o r  t h e  b a s e l i n e  ( p H  7  b u f f e r )  3 3 6 1 . 9 * 3 . 4  p s  ( n  =  3 ) .  T h e  
a v e r a g e  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  b e t w e e n  t h e  p H  7  b u f f e r  a n d  0 . 5  p M  B C G  a t  p H  7  
a c h i e v e d  w a s  3  1 . 2 * 5 . 5  p s  ( n  =  3 ) .  
2 . 4 . 4 . 2  A n i l i n e  B l u e  
T h e  l o n g e r  p a t h  l e n g t h  d u a l  i n l e t  P E D D  w a s  c a l i b r a t e d  u s i n g  a n i l i n e  b l u e .  T h e  m o l a r  
e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  a n i l i n e  b l u e  i s  h i g h e r  t h a n  t h a t  o f  B r o m o c r e s o l  g r e e n .  A s  a  
r e s u l t  a  s h o r t e r  d y n a m i c  r a n g e  t h a n  t h a t  o f  B C G  i s  o b t a i n e d ,  h o w e v e r  a  l o w e r  L O D  i s  
a c h i e v e d .  T h e  l o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( l o g  t l p s )  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  d y e  
c o n c e n t r a t i o n  ( C )  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  m o d e l  ( e q n . 2 . 4 )  a n d  t h e  r e s u l t  w a s  p r e s e n t e d  
i n  F i g u r e  2 . 2 0 .  
3 . 8  ,' 5  I  r  I  
0  5  1 0  1 5  2 0  2 5  
[ A n i l i n e  B l u e ]  ( p M )  
F i g u r e  2 . 2 0  L i n e a r  c a l i b r a t i o n  p l o t  o f  l o g  o f  d i s c h a r g e  t i m e s  ( t )  v e r s u s  a n i l i n e  
b l u e  d y e  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  f u l l  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  
f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  ( n  =  3 ) .  
A  d y n a m i c  r a n g e  f r o m  c a .  0 . 1  -  3 0  p M  a n i l i n e  b l u e  w a s  a c h i e v e d  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  
2 . 2 0  i n s e t .  A  l i n e a r  r a n g e  o f  a p p r o x i m a t e l y  0 . 1  t o  2 5  p M  a n i l i n e  b l u e  ( R ~  v a l u e  
0 . 9 9 2 8 )  w a s  o b s e r v e d  a s  s h o w n  i n  t h e  m a i n  f e a t u r e  p l o t .  T h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n  o f  t h e  m e a s u r e m e n t s  ( n  =  3 ,  s h o w n  a s  e r r o r  b a r s )  a r e  v e r y  l o w  ( c a .  0 . 5 % )  
a n d  a n  L O D  o f  0 . 2 5  p M  w a s  o b t a i n e d  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 2 1 .  
7 6 2 0  -m 
0  2 0 0  4 0 0  6 0 0  8 0 0  1 0 0 0  
T i m e  ( s )  
F i g u r e  2 . 2 1  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  L O D  o f  a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  H C l .  A  
c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 2 5  p M  a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  H C l  w a s  f i r s t  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  
P E D D  f l o w  c e l l  f o r  c a .  1 0 0  p s  a n d  t h e n  f o l l o w e d  b y  0 . 1  M  H C l .  T h i s  w a s  r e p e a t e d  
i n  t r i p l i c a t e .  
A n  L O D  o f  0 . 2 5  p M  a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  H C l  w a s  o b t a i n e d .  T h e  a v e r a g e  d i s c h a r g e  
t i m e  o b t a i n e d  f o r  t h e  b a s e l i n e  ( 0 . 1  M  H C 1 )  7 6 4 6 . 9 1 * 7 . 1 7  p s  ( n  =  3 ) .  T h e  a v e r a g e  
c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  b e t w e e n  t h e  0 . 1  M  H C 1  a n d  0 . 2 5  p M  a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  
H C 1  a c h i e v e d  w a s  4 7 . 0 2 * 3 . 6 1  p s  ( n  =  3 ) .  
2 . 4 . 5  C o m p a r i s o n  o f  r e s u l t s  w i t h  a  p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  
A s  a  c o m p a r i s o n  s t u d y  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s a m e  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a n d  a n i l i n e  b l u e  
c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  a c q u i r e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  ( B i o  -  T e k  
I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A ) .  
B r o m o c r e s o l  G r e e n  
F i g u r e  2 . 2 2  C a l i b r a t i o n  p l o t  o f  a b s o r b a n c e  a t  a, , v e r s u s  B C G  d y e  c o n c e n t r a t i o n  
o b t a i n e d  u s i n g  a  p l a t e w e l l  r e a d e r .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  o f  t h e  
s y s t e m .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  
A s  s h o w n  i n  F i g u r e  2 . 2 2  t h e  a b s o r b a n c e  a t  A,, w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  d y e  
c o n c e n t r a t i o n  ( C ) .  A b s o r b a n c e  b ,  a c h i e v e d  f o r  c o n c e n t r a t i o n s  a b o v e  2 5 0  p M  n o  
l o n g e r  i n c r e a s e d  l i n e a r l y  a s  s h o w n  i n  t h e  i n s e t .  A  l i n e a r  r a n g e  f r o m  0 . 5  -  2 5 0  p M  ( R ~  
v a l u e  0 . 9 9 9 )  w a s  o b t a i n e d ,  w i t h  a n  R . S . D .  ( n  =  3 )  o f  4 %  a n d  a n  L O D  o f  0 . 9  p M .  
A n i l i n e  B l u e  
1 5 0  3 0 0  
[ A n l l l n e  B l u e ]  ( p M ]  
0 . 0  1  I  I  I  I  
0  5  1 0  1 5  2 0  
[ A n i l i n e  B l u e ]  ( p M )  
F i g u r e  2 . 2 3  C a l i b r a t i o n  p l o t  o f  a b s o r b a n c e  a t  A, v e r s u s  a n i l i n e  b l u e  d y e  
c o n c e n t r a t i o n  o b t a i n e d  u s i n g  a  p l a t e w e l l  r e a d e r .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  
r a n g e  o f  t h e  s y s t e m .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  
F i g u r e  2 . 2 3  p r e s e n t s  t h e  l i n e a r  a n d  d y n a m i c  r a n g e  a c h i e v e d  f o r  t h e  i n d i c a t o r  d y e  
a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1 M  H C 1 .  A  d y n a m i c  r a n g e  o f  0 . 2 5  -  9 0  p M  a n i l i n e  b l u e  w a s  
a c h i e v e d  ( s h o w n  i n  i n s e t )  f r o m  w h i c h  a  l i n e a r  r a n g e  o f  0 . 2 5  -  2 5  p M  ( R ~  v a l u e  
0 . 9 9 6 7 )  w a s  o b t a i n e d ,  w i t h  a n  R . S . D .  ( n  =  3 )  o f  7 %  a n d  a n  L O D  o f  0 . 5  p M .  
T a b l e  2 . 4  A  c o m p a r a t i v e  s u m m a r y  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f o r  t h e  b r o m o c r e s o l  
g r e e n  a t  p H  7  a n d  a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  H C l  c a l i b r a t i o n  u s i n g  b o t h  a  P E D D  a n d  
a  p l a t e w e l l  r e a d e r .  
B r o m o c r e s o l  G r e e n  ( p H  7 )  
0 . 9 - 2 5 0  p M  0 . 1 - 2 5  p M  
I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  2 . 4  t h a t  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  s i m p l e  
L E D  b a s e d  d e v i c e  m a t c h e d  t h a t  o f  a  c o n v e n t i o n a l  b e n c h  t o p  i n s t r u m e n t .  I t  h a s  a l s o  
b e e n  d e m o n s t r a t e d  t h a n  i n c r e a s i n g  t h e  p a t h  l e n g t h  o f  t h e  P E D D  c a n  f u r t h e r  i m p r o v e  
t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  o p t i c a l  d e v i c e .  
2 . 4 . 6  U s i n g  P E D D  t o  M o n i t o r  C o l o u r  C h a n g e s  
T h e  c a l i b r a t i o n  s t u d i e s  d i s c u s s e d  a b o v e  e m p l o y e d  B C G  s o l u t i o n s  a t  p H  7 ,  h o w e v e r  
t h e  P E D D  f l o w  c e l l  h a s  a l s o  b e e n  u s e d  t o  m o n i t o r  t h e  p H - d e p e n d e n t  c o l o u r  c h a n g e  o f  
B C G .  
+  P E D D  
- M o d e l  
- I  s t  D e r  
F i g u r e  2 . 2 4  A  p l o t  t o  i l l u s t r a t e  t h e  c h a n g e  i n  p H  o f  4 0  p M  B C G  s o l u t i o n  w i t h  t h e  
d i s c h a r g e  t i m e  o f  t h e  P E D D  f l o w  d e t e c t o r  ( * ) .  T h e  l S t  d e r i v a t i v e  ( d a s h e d  l i n e )  o f  
t h e  b e s t  f i t  l i n e  ( s o l i d  l i n e )  f o r  t h e  d a t a  g a v e  a n  e s t i m a t e d  p K ,  v a l u e  o f  4 . 6 7 .  
T h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  2 . 2 4  w a s  n o r m a l i s e d  ( 0 - 1  r a n g e )  b y  d i v i d i n g  e a c h  s e t  o f  
v a l u e s  b y  t h e  m a x i m u m  v a l u e  a c h i e v e d .  T h e  p l o t  o b t a i n e d  f r o m  t h e  P E D D  ( d e p i c t e d  
i n  F i g u r e  2 . 2 4  b y  t h e  l e g e n d  * )  i s  s i g m o i d a l  i n  s h a p e  w i t h  a  l i n e a r  r a n g e  b e t w e e n  p H  
3 . 8 2  t o  p H  5 . 7 6 .  U s i n g  ~ i c r o s o f t ~ "  E x c e l  s o l v e r  a n d  a  m e t h o d  d e v e l o p e d  b y  
Diamond et a/. 1761 a best fit line was found for the experimental data (solid Fine). 
The pK, was determined to be 4.67 using this method, which is slightly lower than the 
reported pK, value of 4,74 for BCG at room temperature [77]. 
2 . 5  C o n c l u s i o n  
I t  c a n  b e  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  s y s t e m  i s  u s e f u l  f o r  t h e  
c o l o r i m e t r i c  a n a l y s i s  o f  i n d i c a t o r  p H  d y e s  s u c h  a s  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a n d  a n i l i n e  b l u e  
a n d  p H  d e t e r m i n a t i o n .  T h e  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  s y s t e m  u s e d  h a d  a n  e m i s s i o n  A, o f  
6 2 1  n m  a s  t h i s  e f f i c i e n t l y  o v e r l a p p e d  w i t h  t h e  i n d i c a t o r  d y e s  u s e d .  A  b r o a d  s p e c t r a l  
r a n g e  o f  L E D s  a r e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  f r o m  u l t r a v i o l e t  t o  n e a r - i n f r a r e d  ( c a .  3 8 0  -  
9 0 0  n m ) .  T h i s  a l l o w s  t h e  P E D D  t o  b e  u s e d  f o r  a  w i d e r  r a n g e  o f  c o l o r i m e t r i c  a n a l y s e s .  
T h e  s i n g l e  i n l e t  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  s y s t e m  w a s  c a l i b r a t e d  u s i n g  b r o m o c r e s o l  g r e e n ,  
w h i c h  o b t a i n e d  a  l i n e a r  r a n g e  f r o m  0 . 9  -  2 5 0  p M  B C G  a t  p H  7  ( R 2  0 . 9 9 8 )  w i t h  a  
r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  0 . 4 %  ( n  =  8 ) .  A n  L O D  o f  0 . 5  p M  B C G  a t  p H  7  w a s  
a c h i e v e d  ( T a b l e  2 . 4 ) .  A  c o m p a r i s o n  s t u d y  c a r r i e d  o u t  u s i n g  a  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  
p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  ( B i o  -  T e k  I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A )  a l s o  a c h i e v e d  a  l i n e a r  
r a n g e  o f  0 . 9  -  2 5 0  p M  B C G  a t  p H  7  ( R 2  0 . 9 9 9 )  w i t h  a  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  
4 %  ( n  =  3 ) ,  h o w e v e r  a n  L O D  o f  0 . 9  p M  B C G  a t  p H  7  w a s  o b t a i n e d .  
T h e  d e v i c e  w a s  a l s o  s u c c e s s f u l l y  e m p l o y e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  B C G  p K a .  T h e  
r e p o r t e d  p K a  o f  B C G  i s  4 . 7 4  [ 7 7 ] .  T h e  p K a  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  P E D D  w a s  4 . 6 7 .  
T h e  d u a l  i n l e t  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  s y s t e m  w i t h  l o n g e r  p a t h  l e n g t h  w a s  c a l i b r a t e d  
u s i n g  a n i l i n e  b l u e .  A  l i n e a r  r a n g e  o f  0 . 1 - 2 5  p M  a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  H C l  ( R 2  0 . 9 9 2 8 )  
w i t h  a  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  0 . 5 %  ( n  =  3 )  w a s  a c h i e v e d .  A n  L O D  o f  0 . 2 5  p M  
a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  H C 1  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  P E D D .  T h e  s a m p l e s  w e r e  a l s o  
i n v e s t i g a t e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  a s  a  c o m p a r a t i v e  s t u d y .  T h e  r e s u l t s  
o b t a i n e d  p r o v i d e d  a  l i n e a r  r a n g e  o f  0 . 2 5  -  2 5  p M  a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  H C 1  ( R 2  
0 . 9 9 6 7 )  w i t h  a  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  7 %  ( n  =  3 ) .  A n  L O D  o f  0 . 5  p M  a n i l i n e  
b l u e  i n  0 . 1  M  H C l  w a s  a c h i e v e d .  
T h i s  s y s t e m  i s  s m a l l ,  c o m p a c t  a n d  c o m p r i s e s  o f  i n e x p e n s i v e  o p t i c a l  a n d  e l e c t r o n i c  
c o m p o n e n t s ,  w h i l e  s t i l l  p r o v i d i n g  h i g h  s e n s i t i v i t y  a n d  a c c u r a c y  w i t h  d e t e c t i o n  l i m i t s  
a t  n a n o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s .  T h e  p o w e r  c o n s u m p t i o n  r e q u i r e d  i s  e x t r e m e l y  l o w  a n d  
t h e  s e n s o r  c a n  b e  o p e r a t e d  f r o m  a  9  V  b a t t e r y .  T h e  P E D D  f l o w  s y s t e m  i s  t h e r e f o r e  
v e r y  s u i t a b l e  f o r  s c a l e - u p  a n d  f i e l d  d e p l o y m e n t  i n  a u t o n o m o u s  m o n i t o r i n g  s y s t e m s .  
C H A P T E R  3  
D e t e r m i n a t i o n  o f  P h o s p h a t e  u s i n g  a  H i g h l y  
S e n s i t i v e  P E D D  P h o t o m e t r i c  F l o w  D e t e c t o r  
3 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  P h o s p h a t e  u s i n g  a  H i g h l y  
S e n s i t i v e  P a i r e d  E m i t t e r - D e t e c t o r  D i o d e  F l o w  D e t e c t o r  
3 .  I  I n t r o d u c t i o n  
P h o s p h o r u s ,  s p e c i f i c a l l y  o r t h o p h o s p h a t e ,  i s  a n  e s s e n t i a l  n u t r i e n t  u s e d  b y  p l a n t s  a n d  
a n i m a l s  f o r  g r o w t h  a n d  e n e r g y  t r a n s p o r t  [ 7 8 ] .  H o w e v e r  e l e v a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  i n  
a q u a t i c  e c o s y s t e m s  c a u s e  t h e  p h e n o m e n o n  o f  e u t r o p h i c a t i o n ,  w h i c h  c a n  r e s u l t  i n  a l g a l  
b l o o m  f o r m a t i o n  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 1  1 7 9 1 .  T h e  r a p i d  g r o w t h  o f  a q u a t i c  v e g e t a t i o n  
i n  t u r n  c a u s e s  t h e  d e a t h  a n d  d e c a y  o f  v e g e t a t i o n  a n d  a q u a t i c  l i f e  d u e  t o  t h e  d e c r e a s e  i n  
d i s s o l v e d  o x y g e n  l e v e l s .  T h e  r e s u l t i n g  e u t r o p h i c a t i o n  o f  n a t u r a l  w a t e r s  i s  a  s u b j e c t  o f  
u t m o s t  c o n c e r n ,  a n d  h a s  b e e n  r e c o g n i z e d  b y  t h e  E u r o p e a n  U n i o n  t h r o u g h  l e g i s l a t i o n  
t h a t  s t i p u l a t e s  0 . 1  m g  C '  P o 4  a s  a n  i n d i c a t o r  l e v e l  f o r  p o s s i b l e  p r o b l e m a t i c  a l g a l  
g r o w t h  i n  r i v e r s  [ 8 0 ] .  
F i g u r e  3 . 1  P h o t o g r a p h  o f  a  r i v e r  w i t h  a l g a l  g r o w t h  
S p e c t r o p h o t o m e t r i c  p r o c e d u r e s  f o r  m o n i t o r i n g  o r t h o p h o s p h a t e  i n c l u d e  t h e  
m o l y b d e n u m  b l u e  m e t h o d  [ 7 8 , 8 0 - 8 4 1 ,  t h e  y e l l o w  v a n a d o m o l y b d a t e  c o m p l e x  m e t h o d  
[ 3 0 , 3 1 , 8 5 , 8 6 ]  a n d  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n  m e t h o d  [ 8 7 - 9 2 1 .  T h e  m a l a c h i t e  g r e e n  m e t h o d  
h a s  b e e n  s h o w n  t o  e n h a n c e  s e n s i t i v i t y  b y  a p p r o x i m a t e l y  4  t i m e s  w h e n  c o m p a r e d  t o  
t h e  a f o r e m e n t i o n e d  m e t h o d s  [ 8 7 , 9 3 ] .  A  s i g n i f i c a n t  a d v a n t a g e  o f  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n  
m e t h o d  i s  i t s  l a c k  o f  s e n s i t i v i t y  t o  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  c h a n g e s  i n  h e a t i n g ,  
r e a g e n t  a d d i t i o n  s e q u e n c e  o r  r e a c t i o n  t i m e  [ 8 7 , 9 4 ] .  A d d i t i o n a l  a d v a n t a g e s  i n c l u d e  
h i g h e r  s e n s i t i v i t y  c o m p a r e d  t o  t h e  m o l y b d e n u m  b l u e  m e t h o d  a n d  t h e  l o n g e r  o p t i m u m  
d e t e c t i o n  w a v e l e n g t h  t h a n  t h e  y e l l o w  m e t h o d  [ 9 5 ] .  T h e  m a l a c h i t e  g r e e n  m e t h o d  i s  
b a s e d  o n  t h e  r e a c t i o n  a t  l o w  p H  b e t w e e n  a m m o n i u m  m o l y b d a t e ,  p o l y v i n y l  a l c o h o l  
( P V A )  a n d  m a l a c h i t e  g r e e n  ( M G )  a s  i n  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n s  [ 9 5 ] :  
H ,  P M O , ,  o , ,  +  H M G  2' +  ( M G '  X H , P M O , , O ~ , )  +  2 H '  E q u a t i o n  3 . 1  
( y e l l o w )  ( y e l l o w ,  h,,, 4 4 6  n m )  ( g r e e n ,  L a x  6 4 0  n m )  
( M G '  ) ( H , P M O , , O ~ ~ )  +  H M G "  +  ( M G '  ) ,  ( H P M O , , ~ : ; )  +  2 H +  E q u a t i o n  3 . 2  
I n  t h e  p r e s e n c e  o f  l a r g e  e x c e s s  o f  M G ,  t h e  r e a c t i o n s  ( E q u a t i o n  3 . 1 - 3 . 3 )  c a n  o c c u r ,  a n d  
t h e  3 : l  i o n  a s s o c i a t e  f o r m e d  i n  E q u a t i o n  3 . 3  c a n  e a s i l y  p r e c i p i t a t e  i n  t h e  a c i d i c  
a q u e o u s  s o l u t i o n .  T o  p r e v e n t  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  i o n  a s s o c i a t i o n  r e a c t i o n s  s h o w n  i n  
E q u a t i o n s  3 . 2  a n d  3 . 3 ,  a n d  t o  s t a b i l i z e  t h e  i o n  a s s o c i a t e  i n  t h e  a q u e o u s  s o l u t i o n ,  P V A  
i s  a d d e d  t o  t h e  s o l u t i o n  [ 8 9 , 9 5 ] .  
T h e  o p t i c a l  d e t e c t i o n  e m p l o y e d  i n  t h i s  r e s e a r c h  t o  d e t e r m i n e  o r t h o p h o s p h a t e  v i a  t h e  
m a l a c h i t e  g r e e n  m e t h o d  i s  a  n o v e l ,  h i g h l y  s e n s i t i v e ,  l o w  c o s t  p a i r e d  e m i t t e r - d e t e c t o r  
d i o d e  ( P E D D )  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r .  T h e  P E D D  f l o w  c e l l  c o n s i s t s  o f  t w o  L E D s ,  
w h e r e b y  o n e  i s  t h e  l i g h t  s o u r c e  a n d  t h e  s e c o n d  i s  t h e  l i g h t  d e t e c t o r .  T h e  L E D  l i g h t  
s o u r c e  i s  f o r w a r d  b i a s e d  w h i l e  t h e  L E D  d e t e c t o r  i s  r e v e r s e d  b i a s e d .  T h e  p h o t o n  f l u x  
f r o m  t h e  e m i t t e r  L E D  s t r i k e s  t h e  d e t e c t o r  L E D ,  g e n e r a t i n g  a  s m a l l  p h o t o c u r r e n t  ( o f  
t h e  o r d e r  o f  n a n o a m p e r e s )  t h a t  d i s c h a r g e s  t h e  c a p a c i t o r  v o l t a g e  o v e r  t i m e .  T h e  
p h o t o c u r r e n t  p r o d u c e d  i s  n o t  m e a s u r e d  d i r e c t l y  a s  t h i s  w o u l d  r e q u i r e  a n  e x p e n s i v e  
n a n o a m p e r o m e t e r .  I n s t e a d ,  t h e  p a r a m e t e r  m o n i t o r e d  i s  t h e  d e c a y  t i m e  ( p s )  t a k e n  f o r  
t h e  d i s c h a r g e  p r o c e s s  t o  g o  f r o m  a n  i n i t i a l  v a l u e  o f  5  V  ( l o g i c  1 )  t o  a  p r e s e t  v a l u e  o f  
1 . 7  V  ( l o g i c  0 )  u s i n g  a  s i m p l e  t i m e r  c i r c u i t ,  a n d  a  c o m p a r a t o r  w h i c h  d e t e r m i n e s  
w h e t h e r  t h e  r e m a i n i n g  c h a r g e  i s  a b o v e  o r  b e l o w  t h e  s e t  p o i n t  ( + 1 . 7  V ) .  T h e  u s e  o f  
L E D s  o f f e r  a d v a n t a g e s  s u c h  a s  l o w  c o s t ,  c o m p a c t  f o r m ,  a v a i l a b i l i t y  a c r o s s  a  b r o a d  
s p e c t r a l  r a n g e  f r o m  U V  t o  n e a r - I R ,  r o b u s t  a n d  l o n g  l i f e t i m e s  [ 1 5 , 1 9 , 2 0 ] .  I n  m o s t  
m i c r o a n a l y t i c a l  s y s t e m s  t h e  l i g h t  s o u r c e  a n d  t h e  p h o t o d e t e c t o r  a r e  n o r m a l l y  s e p a r a t e  
u n i t s  i n t e g r a t e d  w i t h  t h e  m i c r o f l u i d i c  m a n i f o l d  [ 7 4 ] ,  h o w e v e r  i n  t h i s  c a s e  t h e  P E D D  i s  
a  s i n g l e  u n i t  c o n t a i n i n g  l i g h t  s o u r c e ,  f l u i d  c h a n n e l  a n d  d e t e c t o r  f o r  f l o w  a n a l y s i s  
[ 6 0 , 9 6 , 9 7 ] .  
3 . 2  P E D D  a n d  L E D - P D  
3 . 2 . 1  A n a l y t i c a l  M o d e l  
P a i r e d  E m i t t e r - D e t e c t o r  D i o d e  ( P E D D )  
T h e  P E D D  a n a l y t i c a l  m o d e l  i s  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 1 .  
L i g h t  E m i t t i n g  D i o d e - P h o t o d i o d e  D e t e c t o r  ( L E D - P D )  
T h e  r e p o r t e d  a b s o r b a n c e  ( A )  m e a s u r e m e n t  w a s  c a l c u l a t e d  a c c o r d i n g  t o  E q u a t i o n  3 . 4 :  
E q u a t i o n  3 . 4  
w h e r e  s a m p l e  i n t e n s i t y  i s  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  l i g h t  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  c e l l  w i t h  
s a m p l e  s o l u t i o n  a n d  b l a n k  i n t e n s i t y  i s  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  l i g h t  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  
c e l l  w i t h  r e f e r e n c e  s o l u t i o n .  
3 . 2 . 2  T h e  C i r c u i t r y  
P E D D  
T h e  c i r c u i t r y  e m p l o y e d  t o  d r i v e  t h e  P E D D  w a s  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 2 .  
L E D - P D  
T h e  c i r c u i t r y  u s e d  t o  d r i v e  t h e  L E D  p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  i s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  3 . 2 .  
1 2  4  
I C 1  
-
G N D  G N D  G N D  
F i g u r e  3 . 2  E l e c t r o n i c  c i r c u i t r y  o f  t h e  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r .  C a p a c i t o r  ( C l )  =  
1 0  p F ,  L E D  ( D l )  =  R e d  L E D ,  P h o t o d i o d e  ( D 2 )  =  I P L 1 0 0 2 0 B W ,  R e s i s t o r  ( R l )  = 1 0  
K Q ,  R 2  =  4 0  M Q  a n d  O p e r a t i o n a l  A m p l i f i e r  ( I C 1 )  =  C A 3 1 4 0 .  
F i g u r e  3 . 2  s h o w s  a  l i g h t  e m i t t i n g  d i o d e  ( D l )  i l l u m i n a t i n g  a  p h o t o d i o d e  ( D 2 )  
c o n n e c t e d  t o  a  c u r r e n t  t o  v o l t a g e  c o n v e r t e r .  T h e  v o l t a g e  b e t w e e n  V O u t  a n d  G N D  i s  
t h e n  m e a s u r e d  b y  a n  a n a l o g u e  d i g i t a l  c o n v e r t e r  o n  a  m i c r o c o n t r o l l e r .  T h e  c u r r e n t  
t h r o u g h  t h e  L E D  i s  a d j u s t e d  b y  a  p o t e n t i o m e t e r  ( R l )  t h u s  c o n t r o l l i n g  t h e  i l l u m i n a t i o n .  
T h e  o u t p u t  c u r r e n t  o f  a  p h o t o d i o d e  i n  r e v e r s e  b i a s  i s  l i n e a r l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  l i g h t  
i n t e n s i t y .  T o  c o n d i t i o n  t h e  s i g n a l  f o r  t h e  1 0  b i t  A D C  o n  a  P I C 1 6 F 8 7 6  m i c r o c o n t r o l l e r  
a  c u r r e n t  t o  v o l t a g e  c o n v e r t e r  i s  e m p l o y e d .  A  c i r c u i t  c o n s i s t i n g  o f  a  F E T  i n p u t  
o p e r a t i o n a l  a m p l i f i e r  ( I C I )  a n d  a  r e s i s t o r  ( R 2 )  i n  f e e d  b a c k  w a s  c o n s t r u c t e d .  
I n  t h e  c i r c u i t  t h e  o u t p u t  v o l t a g e  i s  d e t e r m i n e d  b y  E q u a t i o n  3 . 5 :  
V O u t  =  - I p  X  R 2 ,  E q u a t i o n  3 . 5  
w h e r e b y  o u t p u t  v o l t a g e  i s  V O u b  I ,  i s  t h e  c u r r e n t  t h r o u g h  t h e  p h o t o d i o d e  a n d  R 2  i s  a  4 0  
M a  r e s i s t o r .  A  c a p a c i t o r  ( C l )  i s  n o t  a  r e q u i r e m e n t  b u t  w a s  a d d e d  t o  r e d u c e  n o i s e .  
A l t h o u g h  a  c i r c u i t  w i t h  e n h a n c e d  p e r f o r m a n c e  c a n  b e  c o n s t r u c t e d ,  t h e  c o s t  i n c u r r e d  
f o r  s l i g h t  i n c r e a s e s  i n  s e n s i t i v i t y  b y  u s i n g  m o r e  p r e c i s e  c o m p o n e n t s  a n d / o r  h i g h e r  
r e s o l u t i o n  A D C s  w o u l d  n o t  b e  j u s t i f i e d  o n  a  l o w  c o s t  s e n s o r .  
3 . 2 . 3  D a t a  C a p t u r e  
P E D D  
T h e  d a t a  a c q u i r e d  f r o m  t h e  P E D D  w a s  c a p t u r e d  a n d  a n a l y s e d  a s  p e r  s e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
L E D - P D  
T h e  c i r c u i t r y  u s e d  t o  d r i v e  t h e  L E D - P D  i s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 3 .  F o r  t h i s  w o r k  t h e  
p r o g r a m m a b l e  i n t e r f a c e  c o n t r o l l e r  ( P I C )  b o a r d  w a s  p r o g r a m m e d  t o  m e a s u r e  t h e  
c u r r e n t  t h r o u g h  t h e  p h o t o d i o d e .  
/ -  
( 9  V )  P o w e r  S u p p l y  
V a r i a b l e  R e s i s t o r  
F i g u r e  3 . 3  P h o t o g r a p h  o u t l i n i n g  t h e  l a y o u t  o f  t h e  p r o g r a m m a b l e  i n t e r f a c e  
c o n t r o l l e r  ( P I C )  b o a r d ,  A I D  c o n v e r t e r  a n d  o p e r a t i o n a l  a m p l i f i e r  
T h e  c u r r e n t  w a s  r e p o r t e d  a t  a  r a t e  o f  1 . 5  d a t a  p o i n t l s e c o n d .  D a t a  i s  t r a n s f e r r e d  t o  a  P C  
v i a  a  R S 2 3 2  p o r t  ( F i g u r e  3 . 3 ) ,  a n d  c a p t u r e d  w i t h  t h e  H y p e r T e r m i n a l  s o f t w a r e ,  a n d  
t h e n  s a v e d  a s  a  t e x t  f i l e  f o r  f u r t h e r  a n a l y s i s  u s i n g  E x c e l T M  ( M i c r o s o f t ,  I n c . ,  U S A ) .  
P r o j e c t  A i m  
T h e  w o r k  p r e s e n t e d  h e r e  w i l l  d e m o n s t r a t e  t h e  d e t e c t i o n  o f  o r t h o p h o s p h a t e  u s i n g  t h i s  
n o v e l  d e t e c t o r  a n d  a  c o m p a r a t i v e  s t u d y  c a r r i e d  o u t  u s i n g  b o t h  a  p h o t o d e t e c t o r  
c o m p r i s i n g  o f  a n  L E D  a s  a  l i g h t  s o u r c e  a n d  a  p h o t o d i o d e  a s  t h e  d e t e c t o r  a n d  a  
c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  p l a t e w e l l  r e a d e r .  T h e  m a l a c h i t e  g r e e n  ( M G )  m e t h o d  
e m p l o y e d  f o r  o r t h o p h o s p h a t e  d e t e r m i n a t i o n  i s  b a s e d  o n  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  g r e e n  
m o l y b d o p h o s p h o r i c  a c i d  c o m p l e x ,  t h e  i n t e n s i t y  o f  w h i c h  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  
o r t h o p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n .  O p t i m u m  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  t i m e  a l l o w e d  f o r  c o l o u r  
f o r m a t i o n ,  r e a g e n t  t o  s a m p l e  r a t i o  a n d  e m i t t e r  w a v e l e n g t h  a n d  i n t e n s i t y  w e r e  
i n v e s t i g a t e d  f o r  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e t h o d .  T h e  d y n a m i c  r a n g e ,  s e n s i t i v i t y ,  l i m i t s  
o f  d e t e c t i o n  a n d  l i n e a r  r a n g e  w e r e  d e t e r m i n e d .  U n d e r  o p t i m i s e d  c o n d i t i o n s  t h e  l o w  
c o s t  P E D D  d e t e c t o r  ( - $ I )  d i s p l a y e d  h i g h e r  s e n s i t i v i t y  a n d  i m p r o v e d  p r e c i s i o n  
c o m p a r e d  t o  t h e  c o m m o n l y  e m p l o y e d  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  a n d  a  c o m m e r c i a l l y  
a v a i l a b l e  p l a t e w e l l  r e a d e r .  A s  s u c h  i t  c o u l d  p r o v i d e  a  r o u t e  t o  a u t o n o m o u s ,  v e r y  l o w  
c o s t ,  l o w  p o w e r  c o n s u m i n g ,  h i g h l y  s e n s i t i v e ,  f i e l d  d e p l o y a b l e  a n a l y t i c a l  
m e a s u r e m e n t s ,  w h i c h  w o u l d  f o r m  t h e  b a s i s  o f  w i d e l y  d e p l o y e d  c h e m o s e n s o r  
n e t w o r k s  [ I  8 1 .  
F a b r i c a t i o n  o f  P E D D  a n d  L E D - P D  f l o w  c e l l  d e t e c t o r s  
P E D D  
T h e  i n t e g r a t e d  d e t e c t o r  c e l l  w a s  f a b r i c a t e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 5  
u s i n g  t w o  5  r n m  L E D s  ( K i n g b r i g h t ,  I r e l a n d )  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 4 .  
T h e  d e t e c t o r  u s e d  w a s  a  r e d  L E D  (A,, a t  6 6 0  n r n )  w h i c h  c a n  d e t e c t  a n y  w a v e l e n g t h  
b e l o w  t h i s  p o i n t .  A  r e d  L E D  ( L ,  a t  6 3 6  n m )  w a s  u s e d  a s  t h e  e m i t t e r  L E D .  T h e  
P E D D  f l o w  c e l l  w a s  o p e r a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 2  a n d  t h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  
a n d  s a v e d  a c c o r d i n g  t o  s e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
1 5  m m  
4  -  P  
O u t l e t  
-  
I  I  
5  
D e t e c t o r  L E D  A, 6 6 0  n m  
t  
E m i t t e r  L E D  A, 6 3 6  n m  
I n l e t  
F i g u r e  3 . 4  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  f o r  
c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  
L E D - P D  
A s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 5  t h e  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  w a s  f a b r i c a t e d  s i m i l a r l y  t o  t h e  
P E D D .  A  r e d  L E D  ( I , , , , ,  a t  6 3 6  n m )  w a s  u s e d  a s  t h e  e m i t t e r  L E D  w i t h  a  p a t h l e n g t h  o f  
1 . 3  m m .  T h e  L E D  d e t e c t o r  w a s  r e p l a c e d  w i t h  a  S i  p h o t o d i o d e ,  I P L 1 0 0 2 0 B W  ( T h a l e s  
O p t r o n i c s ,  U K )  d e t e c t o r  a n d  b o n d e d  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  t h e  P E D D .  
T h e  L E D - P D  f l o w  c e l l  w a s  o p e r a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 2  a n d  t h e  d a t a  w a s  
c a p t u r e d  a n d  s a v e d  a c c o r d i n g  t o  s e c t i o n  3 . 2 . 3 .  
O u t l e t  
P h o t o d i o d e  D e t e c t o r  
I n l e t  
F i g u r e  3 . 5  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  L E D - P D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  f o r  c o l o r i m e t r i c  
d e t e c t i o n .  
3 . 3  E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e  
E q u i p m e n t  
A  G i l s o n  ( M i n i p l u s  3 )  p e r i s t a l t i c  p u m p ,  ( A n a c h e m ,  U K )  w a s  u s e d  t o  d e l i v e r  t h e  
p r e m i x e d  s a m p l e  a n d  r e a g e n t  a t  a  f l o w  r a t e  s e t t i n g  o f  0 . 6  m l l m i n .  A  s i n g l e  c h a n n e l  
P E D D  f l o w  c e l l  ( E m i t t e r  I , ,  6 2 3  n m ,  D e t e c t o r  I , ,  6 6 0  n r n )  w a s  u s e d  i n  
c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  L E D - P D .  
- 0 . 9  u M  P O 4  
-  M G  R e a g e n t  
- 6 3 6  n m  L E D  
-  
-  i  
0 . 0  I '  3  m  1  m  d  
4 0 0  4 5 0  5 0 0  5 5 0  6 0 0  6 5 0  7 0 0  
W a v e l e n g t h  ( n m )  
F i g u r e  3 . 6  E m i s s i o n  s p e c t r u m  ( A , , ,  6 3 6  n m )  o f  t h e  e m i t t e r  L E D  ( r e d  l i n e )  u s e d  i n  
t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e ,  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  ( A , , ,  6 4 0  n m )  
o f  0 . 9  p M  P O 4  a n d  M G  r e a g e n t  ( g r e e n  l i n e )  a n d  ( A , , ,  4 5 0  n m )  M G  r e a g e n t  
( y e l l o w  l i n e ) .  
F i g u r e  3 . 6  s h o w s  t h a t  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  o f  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  
c o m p l e x  o v e r l a p s  w i t h  t h e  e m i s s i o n  s p e c t i w n  o f  t h e  P E D D  d e v i c e .  T h e  e m i s s i o n  
s p e c t r u m  o f  t h e  r e d  e m i t t e r  L E D  w a s  o b t a i n e d  b y  u s i n g  a n  O c e a n  O p t i c  s p e c t r o m e t e r  
( O O I B a s e  3 2 = M ,  O c e a n  O p t i c s  I n c . ,  D u n e d i n ,  U S A ) .  T h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r u m  o f  
m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  w a s  a c q u i r e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  
p l a t e w e l l  r e a d e r  ( B i o  -  T e k  I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A ) .  T h e  o v e r l a p  b e t w e e n  a b s o r b i n g  
s p e c i e s  a n d  t h e  l i g h t  s o u r c e  p r o v i d e  h i g h  s e n s i t i v i t y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  m a l a c h i t e  
g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x .  
3 . 3 . 2  C h e m i c a l s  
S u l p h u r i c  a c i d  ( H 2 S 0 4 ,  9 8 % ,  F i s h e r  S c i e n t i f i c  U K  L t d )  
A m m o n i u m  m o l y b d a t e  ( ( N H 4 ) 6 M 0 7 0 2 4 . 7 H 2 0 ,  F l u k a ,  D u b l i n ,  I r e l a n d )  
M a l a c h i t e  g r e e n  o x a l a t e  ( C 2 5 H 2 2 N 2 0 4 )  ( B a l t i m o r e  B i o l o g i c a l  L a b o r a t o r y ,  
B a l t i m o r e ,  M d . )  
P o l y v i n y l  a l c o h o l  ( P V A )  ( S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n ,  I r e l a n d )  
M i l l i - Q  w a t e r  ( M i l l i p o r e  I r e l a n d  B . V . ,  C o r k )  
P o t a s s i u m  p h o s p h a t e  d i b a s i c  ( K 2 H P 0 4 ,  S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n ,  I r e l a n d )  
3 . 3 . 3  R e a g e n t s  a n d  S o l u t i o n s  
A l l  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  a n a l y t i c a l  g r a d e  c h e m i c a l s .  D e i o n i s e d  w a t e r  
o b t a i n e d  f r o m  a  M i l l i p o r e  M i l l i - Q  w a t e r  p u r i f i c a t i o n  s y s t e m  w a s  u s e d  f o r  a l l  a n a l y s i s .  
M a l a c h i t e  g r e e n  R e a g e n t  
A  s t o c k  m a l a c h i t e  g r e e n  r e a g e n t  w a s  p r e p a r e d  b y  s l o w l y  a d d i n g  1 0 0  m L  c o n c e n t r a t e d  
s u l p h u r i c  a c i d  ( H 2 S 0 4 ,  9 8 % ,  F i s h e r  S c i e n t i f i c  U K  L t d )  t o  a p p r o x i m a t e l y  4 0 0  m L  o f  
d e i o n i s e d  w a t e r .  T h e  s o l u t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  c o o l  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  a d d i n g  
2 7  g  o f  a m m o n i u m  m o l y b d a t e  ( ( N H 4 ) 6 M 0 7 0 2 4 . 7 H 2 0 ,  F l u k a ,  D u b l i n ,  I r e l a n d ) .  
M a l a c h i t e  g r e e n  o x a l a t e  ( C 2 5 H 2 2 N 2 0 4 )  ( B a l t i m o r e  B i o l o g i c a l  L a b o r a t o r y ,  B a l t i m o r e ,  
M d . )  ( 0 . 1 3 5  g )  w a s  t h e n  a d d e d  t o  t h e  s o l u t i o n  a n d  s t i r r e d  u n t i l  d i s s o l v e d .  T h e  s o l u t i o n  
w a s  t h e n  m a d e  u p  t o  1  L ,  v a c u u m  f i l t e r e d  ( 0 . 4 5  p m  N y l a f l o B ,  W R  I n t e r n a t i o n a l ,  M e a t h ,  
I r e l a n d )  a n d  s t o r e d  a t  4  OC. 
0 . 1 %  ( w / v )  p o l y v i n y l  a l c o h o l  ( P V A )  
A  s t o c k  s o l u t i o n  o f  0 . 1 %  ( w l v )  p o l y v i n y l  a l c o h o l  ( P V A )  ( S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n ,  
I r e l a n d )  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  5  g  i n  5 0 0  m L .  T o  a s s i s t  t h e  d i s s o l u t i o n  p r o c e s s ,  
t h e  s o l u t i o n  w a s  h e a t e d  t o  n e a r  b o i l i n g  p o i n t  w h i l e  b e i n g  s t i r r e d  c o n t i n u o u s l y .  B o t h  
s t o c k  s o l u t i o n s  w e r e  s t o r e d  i n  t h e  d a r k  a t  4  OC. 
M a l a c h i t e  g r e e n  a n d  P V A  s o l u t i o n  
T h e  c o l o u r  r e a g e n t  w a s  p r e p a r e d  d a i l y  b y  m i x i n g  e q u a l  a m o u n t s  o f  e a c h  s t o c k  
r e a g e n t .  
O r t h o p h o s p h a t e  s t a n d a r d s  
S t a n d a r d  s o l u t i o n s  o f  p h o s p h o r u s  ( P )  w e r e  p r e p a r e d  d a i l y  f r o m  a  s t o c k  s o l u t i o n  o f  1  
m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  d i b a s i c  ( K 2 H P 0 4 ,  S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n ,  I r e l a n d ) .  T h e  
s t o c k  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  0 . 0 1  7 5  g  K 2 H P 0 4  i n  1 0 0  m L  d e i o n i s e d  
w a t e r .  A  n e w  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  w e e k l y .  
S a m p l e  a n d  R e a g e n t  
T h e  c o l o u r  r e a g e n t  ( 1  m L )  w a s  a d d e d  t o  t h e  s a m p l e s  ( 6  m L )  a n d  t h e  s o l u t i o n  w a s  l e f t  
t o  s t a n d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  c a .  3 0  m i n u t e s  f o r  c o l o u r  d e v e l o p m e n t .  
3 . 3 . 4  M e a s u r e m e n t  P r o c e d u r e  
V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  o r t h o p h o s p h a t e  ( P O 4 )  w e r e  m a d e  u p  i n  M i l l i - Q  w a t e r  a n d  1  
m L  o f  t h e  c o l o u r  r e a g e n t  w a s  a d d e d  t o  t h e  s a m p l e s  ( 6  m L ) .  T h e  s o l u t i o n  w a s  l e f t  t o  
s t a n d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  c a .  3 0  m i n u t e s  f o r  c o l o u r  d e v e l o p m e n t .  T h e  s o l u t i o n  
w a s  d e l i v e r e d  u s i n g  a  G i l s o n  ( M i n i p l u s  3 )  p e r i s t a l t i c  p u m p  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 6  
m L / m i n .  T h e  a n a l y t e s  w e r e  f i r s t  d e t e c t e d  u s i n g  t h e  P E D D  f l o w  c e l l .  T h e  s a m e  
s o l u t i o n s  w e r e  t h e n  a n a l y s e d  u s i n g  t h e  L E D - P D  f l o w  c e l l .  A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  
c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e  ( n  =  3 ) .  T h e  d a t a  a c q u i r e d  f r o m  t h e  P E D D  a n d  t h e  L E D - P D  
f l o w  c e l l s  w e r e  t r a n s p o r t e d  t o  a  P C  v i a  R S 2 3 2  p o r t  a n d  c a p t u r e d  w i t h  H y p e r T e r m i n a l  
s o f t w a r e  ( M i c r o s o f t  I n c . ,  U S A ) ,  s a v e d  a s  a  t e x t  f i l e  a n d  t h e n  a n a l y s e d  u s i n g  E x c e l T M  
( M i c r o s o f t  I n c . ,  U S A ) .  
3 . 3 . 5  O p t i m i s a t i o n  o f  S t a n d a r d  P r o c e d u r e  
O p t i m i s a t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  p a r a m e t e r s  s u c h  a s  w a v e l e n g t h  a n d  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  
t h e  e m i t t e r  L E D ,  r e a g e n t  t o  s a m p l e  r a t i o  a n d  c o l o u r  f o r m a t i o n  t i m e  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  
A  s a m p l e  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 9  p M  P O 4  w a s  s e l e c t e d  t o  c a r r y  o u t  t h e  s t u d y  a s  i t  
p r o v i d e d  r e p r o d u c i b l e  r e s p o n s e s .  
W a v e l e n g t h  
T h e  o p t i m u m  w a v e l e n g t h  t o  m o n i t o r  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  
h a s  b e e n  v a r i o u s l y  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  t y p i c a l l y  c i t i n g  t h e  &, i n  t h e  r a n g e  c a .  
6 0 0  t o  6 5 0  n m  [ 8 7 , 8 8 , 9 8 ] .  T h e  &, w a s  t h e r e f o r e  d e t e r m i n e d  u n d e r  o u r  e x p e r i m e n t a l  
c o n d i t i o n s  b y  o b t a i n i n g  t h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r u m  o f  0 . 9  p M  P O 4  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  
p l a t e w e l l  r e a d e r  ( B i o - T e k  I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A ) .  
P r o c e d u r e  
2 0 0  p L  a l i q u o t s  o f  0 . 9  p M  P O 4  a n d  c o l o u r  r e a g e n t  w e r e  p l a c e d  i n t o  a  9 6  
p l a t e w e l l .  
T h e  s a m p l e s  w e r e  m o n i t o r e d  i n  t h e  r a n g e  o f  4 0 0 - 7 0 0  n m .  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  s o f t w a r e  a n d  s a v e d  a s  a  t e x t  f i l e  f o r  
l a t e r  a n a l y s i s  u s i n g  M i c r o s o f t  T M  E x c e l  s o f t w a r e .  
A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e .  
L i g h t  I n t e n s i t y  
P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h e  n e e d  t o  o p t i m i s e  t h e  e m i t t e r  L E D  l i g h t  i n t e n s i t y  
[ 6 0 , 9 6 ] ,  a s  t h e  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  ( i . e .  t h e  r e s o l u t i o n )  c a n  b e  i m p r o v e d  b y  u p  t o  
a  f a c t o r  o f  8 .  A s  L E D s  v a r y  w i t h  r e g a r d  t o  t h e i r  l i g h t  i n t e n s i t y  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  
d e t e r m i n e  t h e  o p t i m u m  r e s i s t a n c e  r e q u i r e d  f o r  a  6 3 6  n m  L E D .  T h e  o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  
l i g h t  i n t e n s i t y  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  u s i n g  a  ( 0 - 1 0  k R )  v a r i a b l e  
r e s i s t o r  [ 9 6 ] .  
P r o c e d u r e  
A  b l a n k  s o l u t i o n  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  f l o w  c e l l  f o r  c a .  1  m i n u t e  a t  a  f l o w  
r a t e  o f  0 . 6  m L / m i n .  
T h i s  w a s  t h e n  f o l l o w e d  b y  0 . 9  p M  P O 4  s o l u t i o n  f o r  c a .  1  m i n u t e  a t  a  f l o w  r a t e  
o f  0 . 6  m L / m i n .  
V a r i o u s  l i g h t  i n t e n s i t i e s  b r o u g h t  a b o u t  b y  v a r y i n g  t h e  r e s i s t a n c e  o n  t h e  e m i t t e r  
L E D  a s  i n  s e c t i o n  2 . 3 . 3  w e r e  e x a m i n e d  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 3  
A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e .  
R e a g e n t  R a t i o  
T h e  o p t i m u m  r e a g e n t  t o  s a m p l e  r a t i o  w a s  d e t e r m i n e d  b y  p r e p a r i n g  a  r a n g e  o f  s a m p l e s  
a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2  p M  P O 4  w i t h  v a r y i n g  v o l u m e s  o f  r e a g e n t  ( 0 . 1  -  2  m L )  a d d e d .  
T h e  n o r m a l i z e d  m a x i m u m  a b s o r b a n c e  (RIR,,) o f  e a c h  s a m p l e  w a s  r e c o r d e d  a f t e r  4 0  
m i n u t e s  a n d  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  v o l u m e  o f  r e a g e n t  a d d e d  t o  6  m L  o f  s a m p l e .  
P r o c e d u r e  
V a r i o u s  r a t i o s  o f  r e a g e n t : s a m p l e  w e r e  e x a m i n e d  
T h e  s a m p l e  s o l u t i o n s  w e r e  a l l o w e d  t o  s t a n d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  c a .  4 0  
m i n u t e s  
A l i q u o t s  o f  2 0 0  p L  w e r e  t a k e n  a n d  p l a c e d  i n t o  a  9 6 - p l a t e  
T h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r u m  w a s  t a k e n  u s i n g  t h e  p Q u a n t  p l a t e w e l l  r e a d e r  
A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e .  
K i n e t i c  S t u d y  
L i n g e  e t  a l .  [ 8 7 ]  r e p o r t e d  a  s t a n d  t i m e  f o r  s a m p l e  a n d  r e a g e n t  c o l o u r  d e v e l o p m e n t  o f  
a p p r o x i m a t e l y  3 0  m i n u t e s .  T h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  0 . 5  p M  m a l a c h i t e  g r e e n -  
m o l y b d p h o s p h a t e  c o l o u r  i n t e n s i t y  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  
b y  t a k i n g  a n  a b s o r b a n c e  m e a s u r e m e n t  e v e r y  2  m i n u t e s  f o r  5  h o u r s .  F i g u r e  3 . 7  s h o w s  
t h e  c o l o u r  d e v e l o p m e n t  o f  0 . 5  p M  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  a t  t i m e  ( T )  0  
m i n u t e s  a n d  3 0  m i n u t e s .  
F i g u r e  3 . 7  P h o t o g r a p h  o f  0 . 5  p M  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  a t  
( A )  T  =  0  m i n u t e s  a n d  ( B )  T  =  3 0  m i n u t e s .  
P r o c e d u r e  
2 0 0  p L  a l i q u o t s  o f  0 . 5  p M  P O 4  a n d  c o l o u r  r e a g e n t  w e r e  p l a c e d  i n t o  a  9 6  
p l a t e w e l l  
T h e  w a v e l e n g t h  s e l e c t e d  t o  m o n i t o r  w a s  6 4 0  n m  
A n  a b s o r b a n c e  r e a d i n g  w a s  t a k e n  e v e r y  2  m i n u t e s  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  s o f t w a r e  a n d  s a v e d  a s  a  t e x t  f i l e  f o r  
l a t e r  a n a l y s i s  u s i n g  M i c r o s o f t  T M  E x c e l  s o f t w a r e .  
A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e .  
3 . 3 . 6  C a l i b r a t i o n  u s i n g  t h e  P E D D  a n d  L E D - P D  f l o w  c e l l  
W o r k i n g  c a l i b r a t i o n  s o l u t i o n s  b e t w e e n  0 . 0 0 2  a n d  2 0  p M  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  t h e  
s t o c k  s t a n d a r d .  T h e  m a l a c h i t e  g r e e n  m e t h o d  h a s  a  l i m i t e d  r a n g e  o f  u p  t o  2 0  p M  
b e f o r e  p r e c i p i t a t i o n  o f  M G  o c c u r e d .  A s  a  c o m p a r i s o n  s t u d y ,  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  
s a m e  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  a c q u i r e d  
e m p l o y i n g  b o t h  t h e  c o m m o n l y  u s e d  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  a n d  a  p Q u a n t T M  
p l a t e w e l l  r e a d e r .  
P E D D L E D - P D  
P r o c e d u r e  
V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  o r t h o p h o s p h a t e  w e r e  p r e p a r e d  i n  d e i o n i s e d  w a t e r .  
1  m L  o f  r e a g e n t  w a s  a d d e d  t o  e a c h  s a m p l e  a n d  a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  c a .  3 0  
m i n u t e s  t o  a l l o w  c o l o u r  d e v e l o p m e n t .  
E a c h  c o n c e n t r a t i o n  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  P E D D I L E D - P D  f l o w  c e l l  f o r  c a .  4  
m i n u t e s  p e r  s a m p l e ,  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 6  m l l m i n .  
P E D D :  T h e  l o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( l o g  t ,  p s )  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  
m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  ( C )  i n  a c c o r d a n c e  
w i t h  t h e  m o d e l  ( E q u a t i o n  2 . 4 ) .  
L E D - P D :  T h e  a b s o r b a n c e  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  m a l a c h i t e  g r e e n -  
m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  ( C )  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  E q u a t i o n  3 . 4 .  
A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e .  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 3  ( P E D D )  a n d  3 . 2 . 3  ( L E D -  
P D ) .  
p Q u a n F M  p l a t e w e l l  r e a d e r  
P r o c e d u r e  
A  2 0 0  p L  a l i q u o t  o f  e a c h  c o n c e n t r a t i o n  r a n g i n g  f r o m  0 . 0 0 2  a n d  2 0  p M  w e r e  
t a k e n  a n d  a d d e d  t o  a  9 6  p l a t e  w e l l .  
E a c h  c o n c e n t r a t i o n  w a s  a d d e d  t o  t h e  9 6  p l a t e  w e l l  i n  t r i p l i c a t e .  
T h e  a b s o r b a n c e  w a s  s c a n n e d  f r o m  4 0 0  -  7 0 0  n m .  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  s o f t w a r e  a n d  s a v e d  a s  a  t e x t  f i l e  f o r  
l a t e r  a n a l y s i s  u s i n g  M i c r o s o f t  T M  E x c e l  s o f t w a r e .  
3 . 4  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
3 . 4 . 1  O p t i m i s a t i o n  S t a n d a r d  P r o c e d u r e  
W a v e l e n g t h  
T h e  b ,  o f  t h e  s a m p l e  w a s  f o u n d  t o  b e  6 4 0  n r n .  A n  e m i t t e r  L E D  w i t h  a  h, o f  6 3 6  
n m  w a s  t h e r e f o r e  s e l e c t e d .  T h e  l i g h t  i n t e n s i t y  t r a n s m i t t e d  f r o m  t h e  e m i t t e r  L E D  (A, 
6 3 6  n m )  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a  d e t e c t o r  L E D  t h a t  h a d  a  s l i g h t l y  s m a l l e r  b a n d g a p  ( h , ,  
6 6 0  n m ) .  T h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  s p e c i e s  (A, 6 4 0  
n m )  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 6  e f f i c i e n t l y  o v e r l a p s  w i t h  t h e  e m i s s i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  
e m i t t e r  r e d  L E D  a n d  w i l l  t h e r e f o r e  a l l o w  h i g h  s e n s i t i v i t y .  
L i g h t  I n t e n s i t y  
A s  p r e v i o u s l y  m e n t i o n e d  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  i n  c h a p t e r  2  h a v e  s h o w n  t h e  n e e d  t o  
o p t i m i s e  t h e  e m i t t e r  L E D  l i g h t  i n t e n s i t y  [ 6 0 , 9 6 ] ,  a s  t h e  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  ( i . e .  
t h e  r e s o l u t i o n )  c a n  b e  i m p r o v e d  b y  u p  t o  a  f a c t o r  o f  8 .  T h e  o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  l i g h t  
i n t e n s i t y  w a s  c a r r i e d  o u t  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  u s i n g  a  ( 0 - 1  0  k R )  v a r i a b l e  r e s i s t o r  
i n  s e c t i o n  2 . 3 . 3 .  A  r e s i s t a n c e  o f  1 . 5 8  k R  w a s  f o u n d  t o  p r o v i d e  t h e  o p t i m u m  l i g h t  
s o u r c e  i n t e n s i t y  r e s u l t i n g  i n  h i g h  s e n s i t i v i t y ,  w h i l e  m a i n t a i n i n g  a  s m o o t h  b a s e l i n e  
w i t h o u t  d r i f t .  A  1 2 - p t  m o v i n g  a v e r a g e  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  d a t a  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 8 .  
T h e  e f f e c t s  o f  d e c r e a s i n g  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  o n  t h e  r e s p o n s e  a r e  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  
i n  F i g u r e  3 . 8 .  F o r  e x a m p l e ,  a t  a  r e s i s t a n c e  o f  0 . 0 0 4  k R ,  t h e  d i f f e r e n c e  i n  d i s c h a r g e  
t i m e  ( A t )  i . e .  p e a k  h e i g h t  w a s  4 . 7 8  *  0 . 1 9  p s  w i t h  a n  R . S . D .  ( n  =  3 )  o f  3 . 9 0 % .  A t  a n  
a d d i t i o n a l  a p p l i e d  r e s i s t a n c e  o f  1 . 5 8  k R  t h e  p e a k  h e i g h t  o b t a i n e d  w a s  3 2 . 5 9  *  0 . 4 4  p s  
w i t h  1 . 3 5 %  R . S . D .  ( n  =  3 ) .  T h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( n  =  3 )  o f  t h e  b a s e l i n e  w a s  6 . 9 5  p s .  
A t  a  r e s i s t a n c e  o f  6 . 0 2  k R  t h e  p e a k  h e i g h t  a c h i e v e d  w a s  1 4 4 . 8 7  *  0 . 7 8  p s  w i t h  0 . 5 4 %  
R . S . D .  ( n  =  3 ) .  I n c r e a s i n g  t h e  r e s i s t a n c e  t o  6 . 0 2  k R  f u r t h e r  i m p r o v e d  t h e  c h a n g e  i n  
d i s c h a r g e  t i m e  b u t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( n  =  3 )  o f  t h e  b a s e l i n e  d e t e r i o r a t e d  t o  2 9 . 3 7  
P S .  
- 0 . 0 0 4  K O h m  
- 1 . 5 8  K O h m  
- 6 . 0 2  K O h m  
T i m e  ( m i n )  
F i g u r e  3 . 8  P l o t  o b t a i n e d  f o r  0 . 5  p M  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  
u s i n g  0 . 0 0 4  k R ,  1 . 5 8  k Q  a n d  6 . 0 2  k R .  
F u r t h e r  i n c r e a s e s  i n  r e s i s t a n c e  i n c r e a s e d  t h e  p e a k  h e i g h t  e v e n  m o r e ,  b u t  c a u s e d  m o r e  
b a s e l i n e  d r i f t  a n d  h i g h e r  R . S . D .  v a l u e s  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 8 .  A p p l y i n g  a  m o v i n g  
a v e r a g e  t o  t h e  d a t a  s e t  c a n  c o m p e n s a t e  f o r  t h e  i n c r e a s e  i n  b a s e l i n e  n o i s e  a n d  d r i f t .  A n  
a d d i t i o n a l  d i s a d v a n t a g e  h o w e v e r  o f  o v e r - i n c r e a s i n g  t h e  e m i t t e r  r e s i s t a n c e  i s  t h a t  t h e  
r e s u l t i n g  d e c r e a s e  i n  e m i t t e d  l i g h t  i n t e n s i t y  c a n  l e a d  t o  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  d y n a m i c  
r a n g e .  
T a b l e  3 . 1  D a t a  o u t l i n i n g  t h e  e f f e c t  o f  d e c r e a s i n g  e m i t t e r  l i g h t  i n t e n s i t y  o n  0 . 5  p M  
m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  p e a k  h e i g h t  ( i . e .  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  
t i m e ) ,  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  b a s e l i n e  a n d  S I N  ( n  =  3 ) .  
T h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  3 . 1  s h o w s  t h a t  w h i l e  d e c r e a s i n g  t h e  e m i t t e r  l i g h t  i n t e n s i t y  
( i . e .  b y  i n c r e a s i n g  t h e  r e s i s t a n c e  a p p l i e d  t o  t h e  e m i t t e r  L E D )  r e s u l t s  i n  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  ( p s )  i t  a l s o  b r i n g s  a b o u t  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n  o f  t h e  b a s e l i n e ,  w h i c h  u l t i m a t e l y  d e c r e a s e s  t h e  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  ( S / N )  
c a l c u l a t e d .  T h e  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  ( p s )  a c h i e v e d  a p p l y i n g  a  m i n i m a l  r e s i s t a n c e  
( 0 . 0 0 4  K R )  o b t a i n e d  a n  e x c e l l e n t  S / N ,  h o w e v e r  t h e  l o w e r  l i m i t  o f  t h e  d y n a m i c  r a n g e  
a t  t h i s  l i g h t  i n t e n s i t y  i s  s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d .  T h i s  i s  d u e  t o  t h e  s t r e n g t h  o f  t h e  e m i t t e r  
l i g h t  i n t e n s i t y .  T h e  d e t e c t o r  L E D  i s  d i s c h a r g e d  f r o m  l o g i c  1  ( 5  V )  t o  l o g i c  0  ( 1 . 7  V )  
s o  r a p i d l y  t h a t  c h a n g e s  i n  l o w  l e v e l  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n s  
( s u b  p M )  a r e  n e g l i g i b l e .  S e l e c t i n g  a n  o p t i m u m  r e s i s t a n c e  t o  a p p l y  t o  t h e  e m i t t e r  L E D  
i s  a  c o m p r o m i s e  b e t w e e n  d e c r e a s i n g  t h e  l o w e r  l i m i t  o f  t h e  d y n a m i c  r a n g e  w h i l e  
m a i n t a i n i n g  a  g o o d  S / N .  
R e a g e n t  R a t i o  
T h e  o p t i m u m  r e a g e n t  t o  s a m p l e  r a t i o  w a s  d e t e r m i n e d  b y  p r e p a r i n g  a  r a n g e  o f  s a m p l e s  
a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2  p M  P O 4  w i t h  v a r y i n g  v o l u m e s  o f  M G  r e a g e n t  ( 0 . 1  -  2  m L )  
a d d e d .  T h e  n o r m a l i z e d  m a x i m u m  a b s o r b a n c e  ( R I R , , )  o f  e a c h  s a m p l e  w a s  r e c o r d e d  
a f t e r  4 0  m i n u t e s  a n d  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  v o l u m e  o f  r e a g e n t  a d d e d  t o  6  m L  o f  s a m p l e ,  
s e e  F i g u r e  3 . 9 .  
0  I  1  1  1  
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R e a g e n t  ( m L )  
F i g u r e  3 . 9  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m u m  r e a g e n t  t o  s a m p l e  ( 2  p M  P O 4 )  r a t i o .  T h e  
e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  
A s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 9  t h e  r e a g e n t  v o l u m e  t h a t  p r o v i d e s  t h e  h i g h e s t  R / R , ,  i . e .  t h e  
m o s t  i n t e n s e  c o l o u r  w a s  t h e  6 : l  v l v  s a m p l e  t o  r e a g e n t  r a t i o  ( i . e .  6  m L  o f  s a m p l e  t o  1  
m L  r e a g e n t ) .  T h i s  w a s  t h e  s a m p l e  t o  r e a g e n t  r a t i o  a d o p t e d  t h r o u g h o u t  a l l  r e m a i n i n g  
e x p e r i m e n t s .  
K i n e t i c  S t u d y  
L i n g e  e t  a l .  [ 8 7 ]  r e p o r t e d  a  s t a n d  t i m e  f o r  s a m p l e  a n d  r e a g e n t  c o l o u r  d e v e l o p m e n t  o f  
a p p r o x i m a t e l y  3 0  m i n u t e s .  T h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  
c o l o u r  i n t e n s i t y  w i t h  0 . 5  p M  P o 4  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  
b y  t a k i n g  a n  a b s o r b a n c e  m e a s u r e m e n t  e v e r y  2  m i n u t e s .  
0  5 0  1 0 0  1 5 0  2 0 0  2 5 0  3 0 0  
T i m e  ( m i n )  
F i g u r e  3 . 1 0  K i n e t i c  s t u d y  o f  t h e  c o l o u r  f o r m a t i o n  b e t w e e n  0 . 5  p M  P O 4  a n d  M G  
r e a g e n t  ( n  =  3 ) .  
A s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 1 0  t h e  c o l o u r  f o r m a t i o n  i n c r e a s e d  r a p i d l y  u n t i l  a p p r o x i m a t e l y  
2 7  m i n u t e s  a f t e r  w h i c h  t h e  r a t e  o f  i n c r e a s e  d e c r e a s e d  t o  a  m u c h  s l o w e r  s t a g e .  T h i s  
w a s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  t i m e  a l l o w e d  f o r  c o l o u r  d e v e l o p e d  o u t l i n e d  b y  L i n g e  e t  a l .  
[ 8 7 ] .  A  c o l o u r  f o r m a t i o n  t i m e  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 0  m i n u t e s  w a s  a d o p t e d  f o r  
e x p e r i m e n t a l  i n v e s t i g a t i o n s .  
3 . 4 . 2  C a l i b r a t i o n  u s i n g  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  a n d  t h e  U V - v i s  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  
P E D D  
W o r k i n g  c a l i b r a t i o n  s o l u t i o n s  b e t w e e n  0 . 0 0 2  a n d  2 0  p M  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  t h e  
s t o c k  s t a n d a r d .  T h e  m a l a c h i t e  g r e e n  m e t h o d  h a s  a  l i m i t e d  r a n g e  o f  u p  t o  2 0  p M  
b e f o r e  p r e c i p i t a t i o n  o f  M G  o c c u r s .  V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  o r t h o p h o s p h a t e  w e r e  
p r e p a r e d  i n  d e i o n i s e d  w a t e r  a n d  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  f o r  c a .  4  m i n u t e s  
p e r  s a m p l e ,  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 6  m ~ m i n - l .  T h e  l o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( l o g  t ,  p s )  
w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  ( C )  i n  
a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  m o d e l  ( E q u a t i o n  2 . 4 )  a n d  t h e  r e s u l t  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  3 . 1  1 .  
T h e  i n s e t  p l o t  s h o w s  a  l a r g e  d y n a m i c  r a n g e  f r o m  c a .  0  t o  2 0  p M  m a l a c h i t e  g r e e n -  
m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  f r o m  w h i c h  a  l i n e a r  r a n g e  o f  a p p r o x i m a t e l y  0 . 0 2  -  2  p M  
m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  ( R ~  v a l u e  0 . 9 9 6 4 )  w a s  o b s e r v e d  a s  s h o w n  i n  m a i n  
f e a t u r e  p l o t .  
F i g u r e  3 . 1 1  L o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( t )  o b t a i n e d  u s i n g  a  P E D D  v e r s u s  
m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e r r o r  b a r s  
r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  
o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  
T h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  m e a s u r e m e n t s  ( n  =  3 ,  s h o w n  a s  e r r o r  b a r s )  i s  
v e r y  l o w  ( c a .  0 . 0 5 % ) .  
- 1  !  
0  2  4  6  
T i m e  ( m i n )  
F i g u r e  3 . 1 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  L O D  o f  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  
c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  ( 2  n M ) .  
A n  L O D  o f  c a .  2  n M  o f  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d o p h o s p h a t e  c o m p l e x  a s  s h o w n  i n  
F i g u r e  3 . 1 2 .  A  b l a n k  c o n t a i n i n g  d e i o n i s e d  w a t e r  a n d  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n  r e a g e n t  
m i x t u r e  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  f l o w  c e l l  f o r  a p p r o x i m a t e l y  1  m i n u t e .  T h i s  w a s  t h e n  
f o l l o w e d  b y  a  2  n M  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x .  T h e  p r o c e d u r e  w a s  
r e p e a t e d  3  t i m e s .  T h e  r e s p o n s e  ( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e ,  p s )  o b t a i n e d  w a s  8 . 4 9  *  
0 . 8 2  p s  w i t h  a n  R S D  o f  9 %  ( n  =  3 ) .  
L E D - P D  
A  l o w  c o s t  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  w a s  i n v e s t i g a t e d  t o  c o m p a r e  i t s  p e r f o r m a n c e  
w i t h  t h a t  o f  t h e  P E D D  ( T a b l e  3 . 2 ) .  A s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 1 3  t h e  m e a n  c h a n g e  i n  
a b s o r b a n c e ,  i . e .  p e a k  h e i g h t  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  
c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  ( C )  r e s u l t i n g  i n  a  d y n a m i c  r a n g e  o f  0 . 9  -  1 0  p M .  A  l i n e a r  
r a n g e  o f  ( R ~  v a l u e  0 . 9 8 1 6 )  o f  2  -  1 0  p M  w a s  a c h i e v e d ,  w i t h  a n  R . S . D .  ( n  =  3 )  o f  
6 . 4 % .  A  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  L O D  o f  2  p M  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h i s  c o m p a r a t i v e  
L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r .  
F i g u r e  3 . 1 3  C a l i b r a t i o n  p l o t  o f  a b s o r b a n c e  o b t a i n e d  u s i n g  a n  L E D - p h o t o d i o d e  
d e t e c t o r  v e r s u s  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  
e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n = 3 .  
p Q u a n t T M  P l a t e w e l l  R e a d e r  
A s  a  c o m p a r i s o n  s t u d y  ( T a b l e  3 . 2 ) ,  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s a m e  m a l a c h i t e  g r e e n -  
m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n s  w a s  a c q u i r e d  e m p l o y i n g  a  p Q u a n t T M  
p l a t e w e l l  r e a d e r .  A s  s h o w n  i n  F i g u r e  3 . 1 4  t h e  m e a n  n o r m a l i z e d  m a x i m u m  a b s o r b a n c e  
(R/R,,,,) w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  
c o n c e n t r a t i o n  ( C )  r e s u l t i n g  i n  a  d y n a m i c  r a n g e  o f  0 . 2  -  2 0  p M .  A  l i n e a r  r a n g e  o f  ( R ~  
v a l u e  0 . 9 9 4 7 )  o f  0 . 2  -  2  p M  w a s  a c h i e v e d ,  w i t h  a n  R . S . D .  ( n  =  3 )  o f  8 . 7 % .  A  
s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  L O D  o f  0 . 2  p M  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  
r e a d e r .  
F i g u r e  3 . 1 4  C a l i b r a t i o n  p l o t  o f  a b s o r b a n c e  a t  A, o b t a i n e d  u s i n g  a  p Q u a n t T M  
p l a t e w e l l  r e a d e r  v e r s u s  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  
c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n = 3 .  
T a b l e  3 . 2  A  c o m p a r a t i v e  s u m m a r y  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x e s  u s i n g  a  P E D D ,  L E D - P D  a n d  a  
p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  ( n  =  3 ) .  
r e a d e r  (A, , 6 4 0  n m )  
L i n e a r  R a n g e  
L O D  
3 . 5  C o n c l u s i o n s  
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  e m p l o y i n g  t h e  l o w  c o s t ,  m i n i a t u r i z e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  
s y s t e m  e x h i b i t s  h i g h  s e n s i t i v i t y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  o r t h o p h o s p h a t e .  U n d e r  o p t i m i s e d  
c o n d i t i o n s  t h e  P E D D  d e t e c t o r  o f f e r e d  a  l i n e a r  r a n g e  o f  0 . 0 2  -  2  p M  a n d  a n  L O D  o f  2  
n M .  F o r  c o m p a r a t i v e  p u r p o s e s  a  s i m p l e ,  l o w  c o s t  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  a n d  a  
p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  T h e  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  a c h i e v e d  
a n  L O D  i n  t h e  m i c r o m o l a r  r a n g e  ( 2  p M ) .  E n h a n c e d  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  L E D -  
p h o t o d i o d e  c a n  b e  a c h i e v e d  b y  u s i n g  m o r e  p r e c i s e  c o m p o n e n t s  a n d / o r  h i g h e r  
r e s o l u t i o n  A D C s ,  h o w e v e r ,  t h e  c o s t  i n c u r r e d  f o r  s l i g h t  i n c r e a s e s  i n  s e n s i t i v i t y  w o u l d  
n o t  b e  j u s t i f i e d  o n  a  l o w  c o s t  s e n s o r .  T h e  P E D D  d e v i c e  e x h i b i t e d  s e n s i t i v i t y  i n  t h e  
n a n o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e ,  w h i c h  w a s  a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  t i m e s  l o w e r  t h a n  t h a t  
o f  t h e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  b e n c h  t o p  p l a t e w e l l  r e a d e r .  T h e  P E D D  o f f e r s  
a d v a n t a g e s  o f  e x t r e m e l y  l o w  p o w e r  c o n s u m p t i o n ,  n o  r e q u i r e m e n t  f o r  a n  A I D  
c o n v e r t e r  o r  o p e r a t i o n a l  a m p l i f i e r  a n d  t h e  s e n s o r  c a n  b e  o p e r a t e d  f r o m  a  9  V  b a t t e r y .  
T h e r e  a r e  h o w e v e r  l i m i t a t i o n s  t o  t h e  m e t h o d  i n v e s t i g a t e d  w i t h  r e g a r d  t o  i t s  p o t e n t i a l  
u s e  i n  f i e l d  d e p l o y m e n t .  T h e  r e a c t i o n  b e t w e e n  t h e  o r t h o p h o s p h a t e  a n d  t h e  m a l a c h i t e  
g r e e n  r e a g e n t  m i x t u r e  t a k e s  a p p r o x i m a t e l y  3 0  m i n u t e s  f o r  c o l o u r  f o r m a t i o n .  T o  
i m p r o v e  t h i s  r e a c t i o n  t i m e  i n  t h e  f i e l d  w o u l d  r e q u i r e  a d d i t i o n a l  i n s t r u m e n t a t i o n  t o  
h e a t  t h e  r e a c t i o n  c o i l  f o r  e x a m p l e .  F u r t h e r m o r e  t h e  r e a g e n t s  a r e  n o t  s t a b l e  b e y o n d  2 4  
h o u r s  a n d  n e e d  t o  b e  s t o r e d  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  4 ' ~ .  I r r e s p e c t i v e  o f  t h e  l i m i t a t i o n s ,  t h e  
l o w  l e v e l s  o f  o r t h o p h o s p h a t e  d e t e c t e d  u s i n g  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n  m e t h o d  i n  
c o n j u n c t i o n  w i t h  t h e  P E D D  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  s h o w  t h a t  t h e  s y s t e m  o f f e r s  h u g e  
p o t e n t i a l  f o r  f i e l d  d e p l o y a b l e  a n a l y s i s .  A n  a l t e r n a t e  m e t h o d  w h i c h  c o u l d  b e  
i n v e s t i g a t e d  t o  a d d r e s s  s o m e  o f  t h e s e  i s s u e s  i s  t h e  e m p l o y m e n t  o f  t h e  m o l y b d e n u m  
b l u e  m e t h o d  w h i c h  i s  t h e  s t a n d a r d  m e t h o d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  o r t h o p h o s p h a t e .  T h e  
s e n s i t i v i t y  r e p o r t e d  w i t h  t h e  u s e  o f  t h i s  m e t h o d  a r e  s l i g h t l y  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  
m a l a c h i t e  g r e e n  m e t h o d  h o w e v e r  i t  p o s s e s  a d v a n t a g e s  o f  s t a b l e  r e a g e n t s ,  f a s t  k i n e t i c s  
a n d  r e p r o d u c i b l e  m e t h o d .  T h e  u s e  o f  t h e  m o l y b d e n u m  b l u e  m e t h o d  h a s  b e e n  w i d e l y  
r e p o r t e d  f o r  f i e l d  a n a l y s i s  a n d  w h e n  u s e d  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  P E D D  c o u l d  
p r o v i d e  a  h i g h l y  s e n s i t i v e  a u t o n o m o u s  s y s t e m  f o r  r e m o t e  m o n i t o r i n g  o f  
o r t h o p h o s p h a t e  l e v e l s  i n - s i t u .  
C H A P T E R  4  
N O V E L  I N T E G R A T E D  P E D D  A S  A  
M I N I A T U R I Z E D  P H O T O M E T R I C  D E T E C T O R  
I N  L C  S Y S T E M S  
4 .  N o v e l  I n t e g r a t e d  P E D D  a s  a  M i n i a t u r i z e d  
P h o t o m e t r i c  D e t e c t o r  i n  H P L C  
4 .  I  I n t r o d u c t i o n  
S e n s o r  r e s e a r c h  i s  d r i v e n  b y  t h e  n e e d  t o  g e n e r a t e  a  s e l e c t i v e  r e s p o n s e  t o  a  p a r t i c u l a r  
a n a l y t e  [ I S ] .  S e p a r a t i o n  p r i o r  t o  d e t e c t i o n  e s s e n t i a l l y  e l i m i n a t e s  t h e  n e e d  f o r  h i g h l y  
s e l e c t i v e  d e t e c t i o n  f o r  m a n y  a p p l i c a t i o n s  [ 9 9 ] .  H P L C  a s  a  s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e  o f f e r s  
e x c e l l e n t  s e l e c t i v i t y  t h r o u g h  w e l l  e s t a b l i s h e d  c o m b i n a t i o n s  o f  s t a t i o n a r y  p h a s e  a n d  
m o b i l e  p h a s e  a n d  t h i s  i s  o f t e n  t h e  m e t h o d  o f  c h o i c e  f o r  r o u t i n e  L a b - b a s e d  a s s a y s  
[ l o o ] .  D u r i n g  t h e  l a s t  d e c a d e  t h e r e  h a s  b e e n  a  g e n e r a l  t r e n d  t o w a r d s  t h e  
m i n i a t u r i z a t i o n  o f  s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e s .  T h e r e  a r e  s i g n i f i c a n t  a d v a n t a g e s  t h a t  i n c l u d e  
i n c r e a s e d  c h r o m a t o g r a p h i c  r e s o l u t i o n ,  r e d u c e d  s a m p l e  v o l u m e  a n d  r e d u c e d  s o l v e n t  
c o n s u m p t i o n  [ l o  1 , 1 0 2 1 .  T h e s e  c h a r a c t e r i s t i c s  a r e  a l s o  e s s e n t i a l  c r i t e r i a  f o r  m a k i n g  
c h r o m a t o g r a p h y  i n s t r u m e n t a t i o n  f i e l d - d e p l o y a b l e .  C o u p l e d  w i t h  w i r e l e s s  
c o m m u n i c a t i o n ,  m i n i a t u r i z e d  f i e l d  d e p l o y a b l e  H P L C  s y s t e m s  w i l l  h a v e  a n  i m p o r t a n t  
r o l e  i n  t h e  f u t u r e  r e a l i s a t i o n  o f  w i d e l y  d i s t r i b u t e d  e n v i r o n m e n t a l  m o n i t o r i n g  n e t w o r k s  
~ 1 7 1 .  
H o w e v e r ,  t h e r e  a r e  c o n s i d e r a b l e  c h a l l e n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  m i n i a t u r i z a t i o n  o f  a l l  
c o m p o n e n t s  i n c l u d i n g  p u m p s ,  c o l u m n s  a n d  d e t e c t o r s  i n t o  f u l l y  i n t e g r a t e d  s y s t e m s .  
S i g n i f i c a n t  a d v a n c e s  h a v e  b e e n  m a d e  i n  r e c e n t  y e a r s  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  i n n o v a t i v e  
f l u i d  h a n d l i n g  b a s e d  o n  e l e c t r o - o s m o t i c  [ 1 0 3 ]  a n d  m i c r o  p u m p s  [ 1 0 2 , 1 0 4 , 1 0 5 ]  a n d  o f  
s h o r t  c o l u m n s [ l 0 6 ] .  C o m p a r a t i v e l y  f e w e r  a d v a n c e s  h a v e  b e e n  m a d e  i n  o p t i c a l  
d e t e c t i o n  a n d  U V - v i s  p h o t o d i o d e  a r r a y  d e t e c t o r s  a r e  s t i l l  t h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  
d e t e c t o r s  i n  H P L C .  T h e y  a r e  e x p e n s i v e  ( >  $ 3 , 5 0 0 ) ,  r e l a t i v e l y  l a r g e  ( 3 2  x  2 1  c m )  a s  
s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 1 ,  h a v e  h i g h  p o w e r  c o n s u m p t i o n  a n d  a r e  t h e r e f o r e  n o t  s u i t a b l e  f o r  
f i e l d  d e p l o y m e n t .  
- -  
F i g u r e  4 . 1  1 0 5 0  s e r i e s  H e w l e t t  P a c k a r d  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  D e t e c t o r .  
B a s i c  c o m p o n e n t s  i n  a  c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  s y s t e m  i n c l u d e  t h e  s a m p l e  
i n t r o d u c t i o n  p o r t ,  t h e  s e p a r a t i o n  c o l u m n ,  c o n n e c t i n g  t u b i n g ,  f l u i d  c o n t r o l  s y s t e m s  
( p u m p ,  v a l v e s ) ,  a n d  d e t e c t o r .  F o r  m i n i a t u r i z e d  s y s t e m s ,  c o m p o n e n t s  s h o u l d  i d e a l l y  b e  
i n t e g r a t e d ,  s m a l l ,  l o w  r e a g e n t  c o n s u m p t i o n ,  l o w  p o w e r  a n d  l o w  c o s t .  T h e  w o r k  
p r e s e n t e d  h e r e  f o c u s e s  o n  d e v e l o p i n g  a  m i n i a t u r i z e d  o p t i c a l  d e t e c t o r  f o r  H P L C .  L E D s  
p r o v i d e  c o n v e n i e n t  s o u r c e  o f  l i g h t  i l l u m i n a t i o n  i n  a l m o s t  t h e  e n t i r e  v i s i b l e  s p e c t r a l  
r a n g e  [ 1 5 ]  a n d  h a v e  l o n g  b e e n  u s e d  a s  l i g h t  s o u r c e s  b e c a u s e  t h e y  o f f e r  t h e  a d v a n t a g e s  
o f  b e i n g  i n e x p e n s i v e ,  s m a l l  i n  s i z e  ( a v a i l a b l e  a s  s u r f a c e  m o u n t ) ,  c o v e r  a  b r o a d  
s p e c t r a l  r a n g e  f i o m  U V  t o  n e a r - I R ,  r o b u s t  a n d  e x h i b i t  l o n g  l i f e t i m e s  [ 2 2 ] .  I n  s e n s o r  
r e s e a r c h  L E D s  t o  d a t e  h a v e  b e e n  p r i m a r i l y  u s e d  a s  l i g h t  s o u r c e s  i n  o p t i c a l  s e n s o r s .  
H a u s e r  [ 3 8 - 4 0 , 5 5 1  h a s  l o n g  a d v o c a t e d  t h e  a d v a n t a g e s  o f  u s i n g  L E D s  a n d  w a s  t h e  f i r s t  
t o  r e p o r t  t h e  u s e  o f  a  b l u e  L E D  a s  a  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  s o u r c e  c o u p l e d  w i t h  a  
p h o t o d i o d e  a s  a  d e t e c t o r .  P h o t o d i o d e s  a r e  o n e  o f  t h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  d e t e c t o r s  i n  
o p t i c a l  s e n s o r s  [ 2 0 , 3 9 , 5 0 , 5  1 1 .  
F i g u r e  4 . 2  P h o t o g r a p h  o f  p a i r e d  e m i t t e r - d e t e c t o r  d i o d e  ( P E D D )  
I n  m o s t  m i c r o a n a l y t i c a l  s y s t e m s  t h e  l i g h t  s o u r c e  a n d  t h e  p h o t o d e t e c t o r  a r e  n o r m a l l y  
s e p a r a t e  u n i t s  i n t e g r a t e d  w i t h  t h e  m i c r o f l u i d i c  m a n i f o l d  [ 7 4 ] .  W e  h a v e  p r e v i o u s l y  
d e m o n s t r a t e d  t h e  u s e  o f  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  d e v i c e  f o r  c o l o u r  a n d  p H  m e a s u r e m e n t s  
i n  s t a t i c  s o l u t i o n  [ 5 8 , 5 9 ]  a n d  s u b s e q u e n t l y  f a b r i c a t e d  a  s i n g l e  u n i t  c o n t a i n i n g  l i g h t  
s o u r c e ,  f l u i d  c h a n n e l  a n d  d e t e c t o r  f o r  f l o w  a n a l y s i s  [ 6 0 ] .  T h e  P E D D  i n t e g r a t e d  f l o w  
c e l l  d e t e c t o r  i s  h i g h l y  s e n s i t i v e  ( d e t e c t i o n  l i m i t s  i n  t h e  s u b  m i c r o m o l a r  r a n g e ) ,  l o w  
p o w e r ,  e x t r e m e l y  l o w  c o s t  ( <  $ 1 )  a n d  s m a l l  i n  s i z e  ( F i g u r e  4 . 2 ) .  
P r o j e c t  A i m  
T h e  w o r k  p r e s e n t e d  h e r e  w i l l  d e m o n s t r a t e  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h e  u s e  o f  a n  i n t e g r a t e d  
P E D D  f l o w  c e l l  a s  a  s i m p l e ,  s m a l l ,  h i g h l y  s e n s i t i v e ,  l o w  c o s t  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  f o r  
H P L C .  U s i n g  a  p o s t  c o l u m n  c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n  m e t h o d  c o m m o n l y  u s e d  f o r  
t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n s  [ 1 0 7 ] ,  m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  w e r e  s e p a r a t e d  o n  a  m i n i a t u r e  
N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  I D A  f u n c t i o n a l i z e d  c o l u m n  [ 1 0 8 ] .  T h e  c o l o u r e d  m e t a l  c o m p l e x e s  
f o r m e d  b y  r e a c t i n g  t h e  t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n s  w i t h  a  p o s t  c o l u m n  r e a g e n t  ( P C R )  
m i x t u r e  c o n t a i n i n g  4 - ( 2 - p y r i d y l a z o )  r e s o r c i n o l  ( P A R )  a n d  a m m o n i a  w e r e  d e t e c t e d  
i n l i n e  b y  t h e  H P L C  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  a n d  t h e  P E D D  d e v i c e .  
S p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e c t i o n  o f  m e t a l  c o m p l e x e s  w i t h  P A R  i s  a  r a p i d ,  s e n s i t i v e  a n d  
c o n v e n i e n t  t e c h n i q u e  u s e d  f o r  q u a n t i t a t i v e  m e t a l  a n a l y s e s  [ 1 0 9 , 1 1 0 ] .  T h e  c o l o u r  
f o r m i n g  r e a c t i o n  i s  r a p i d  a n d  s o  c a n  b e  c a r r i e d  o u t  b y  d i r e c t  m i x i n g  o f  t h e  P C R  
r e a g e n t  a n d  e l u e n t  i n  a  s i m p l e  m i x i n g  t e e - p i e c e  [ l  1  1 1 .  
E m p l o y i n g  a  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  m e t h o d ,  a  N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  ( f u n c t i o n a l i s e d  w i t h  
i m i n o d i a c e t i c  a c i d  ( I D A )  g r o u p s )  c o l u m n  w a s  u s e d  t o  s e p a r a t e  a  m i x t u r e  o f  t r a n s i t i o n  
m e t a l s ,  m a n g a n e s e  ( 1 1 )  a n d  c o b a l t  ( 1 1 ) .  A l l  o p t i c a l  m e a s u r e m e n t s  w e r e  t a k e n  b y  u s i n g  
b o t h  t h e  H P L C  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  a n d  t h e  p r o p o s e d  p a i r e d - e m i t t e r -  
d e t e c t o r - d i o d e  ( P E D D )  o p t i c a l  d e t e c t o r  c o n f i g u r e d  i n - l i n e  f o r  d a t a  c o m p a r i s o n .  T h e  
c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  t h e  P E D D  w a s  f o u n d  t o  g i v e  a  l i n e a r  r e s p o n s e  
t o  t h e  M n  ( 1 1 )  a n d  C o  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x e s .  T h e  e f f e c t s  o f  f l o w  r a t e  a n d  e m i t t e r  L E D  
l i g h t  s o u r c e  i n t e n s i t y  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  U n d e r  o p t i m i s e d  c o n d i t i o n s  t h e  P E D D  
d e t e c t o r  o f f e r e d  h i g h e r  s e n s i t i v i t y  a n d  i m p r o v e d  p r e c i s i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  v a r i a b l e  
w a v e l e n g t h  d e t e c t o r .  
4 . 2  E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e  
4 . 2 . 1  E q u i p m e n t  
A  H e w l e t t  P a c k a r d  s e r i e s  1 0 5 0  H P L C  s y s t e m  ( A g i l e n t  T e c h n o l o g i e s . ,  D u b l i n )  w a s  
u s e d  t o  d e l i v e r  t h e  e l u e n t  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m l l m i n .  S a m p l e s  w e r e  i n j e c t e d  u s i n g  
a n  a u t o m a t e d  i n j e c t o r  w i t h  a  s a m p l e  l o o p  o f  1 0 0  1 L .  A  N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  c o l u m n  
c o v a l e n t l y  f u n c t i o n a l i s e d  w i t h  I D A  g r o u p s  o f  4  x  1 4  m m  i n  s i z e  w a s  u s e d  f o r  t h e  i o n  
s e p a r a t i o n .  A  G i l s o n  ( M i n i p l u s  3 )  p e r i s t a l t i c  p u m p ,  ( A n a c h e m ,  U K )  a t  a  f l o w  r a t e  
s e t t i n g  o f  0 . 3 8  m L 1 m i n  w a s  u s e d  f o r  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  
( P C R ) ,  w h i c h  w a s  m i x e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h  t h e  e l u e n t  u s i n g  0 . 5  m  o f  P E E K  
r e a c t i o n  c o i l  ( 0 . 2 5  m m  i d . ,  V I C I B  A G  I n t e r n a t i o n a l ,  S w i t z e r l a n d ) .  A  s i n g l e  c h a n n e l  
P E D D  f l o w  c e l l  ( E m i t t e r  I , , ,  5 0 0  n m ,  D e t e c t o r  L a x  6 2 1  n m ,  F i g u r e  4 . 2 )  w a s  u s e d  
i n l i n e  w i t h  t h e  H e w l e t t  P a c k a r d  ( s e r i e s  1 0 5 0 )  U V - v i s  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  
( A g i l e n t  T e c h n o l o g i e s ,  D u b l i n )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  m e t a l  c o m p l e x e s .  
- 9 0  u M  M n - P A R  
- P A R  
- 5 0 0  n m  L E D  
- 9 0  U M  C O - P A R  
W a v e l e n g t h  ( n m )  
F i g u r e  4 . 3  E m i s s i o n  s p e c t r u m  ( A , , ,  5 0 0  n m )  o f  t h e  e m i t t e r  L E D  ( b l u e  l i n e )  u s e d  
i n  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  a n d  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  ( A , , ,  5 0 0  
n m )  o f  9 0  p M  M n - P A R  ( r e d  l i n e ) ,  ( A , , ,  5 1 0  n m )  9 0  p M  C o - P A R  ( g r e e n  l i n e )  a n d  
( A , , ,  4 2 0  n m )  P A R  ( g o l d  l i n e ) .  
F i g u r e  4 . 3  s h o w s  t h a t  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  m a n g a n e s e  ( 1 1 )  a n d  c o b a l t  ( 1 1 )  P C R  
c o m p l e x e s  o v e r l a p  w i t h  t h e  e m i s s i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  P E D D  d e v i c e .  T h e  e m i s s i o n  
s p e c t r u m  o f  t h e  g r e e n  e m i t t e r  L E D  w a s  o b t a i n e d  b y  u s i n g  a n  O c e a n  O p t i c  
s p e c t r o m e t e r  ( O O I B a s e  3 2 T M ,  O c e a n  O p t i c s .  I n c . ,  D u n e d i n ,  U S A ) .  T h e  a b s o r b a n c e  
s p e c t r a  o f  m a n g a n e s e  ( 1 1 )  a n d  c o b a l t  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x e s  w e r e  a c q u i r e d  u s i n g  t h e  
p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  ( B i o  -  T e k  I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A ) .  T h e  o v e r l a p  b e t w e e n  
a b s o r b i n g  s p e c i e s  a n d  t h e  l i g h t  s o u r c e  p r o v i d e  h i g h  s e n s i t i v i t y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
M n - P A R  a n d  C o - P A R .  
C h e m i c a l s  
4 - ( 2 - p y r i d y l a z o )  r e s o r c i n o l  m o n o s o d i u m  s a l t  h y d r a t e  ( P A R )  ( S i g m a  A l d r i c h ,  
D u b l i n )  
A m m o n i a  ( 3 5 % ,  B D H ,  P o o l e ,  E n g l a n d )  
M a n g a n e s e  c h l o r i d e  t e t r a h y d r a t e  ( S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n )  
C o b a l t  ( 1 1 ) - n i t r a t e  h e x a h y d r a t e  ( S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n )  
M i l l i - Q  w a t e r  ( M i l l i p o r e  I r e l a n d  B . V . ,  C o r k )  
N i t r i c  a c i d  ( 7 0 % ,  E a s t  A n g l i a  C h e m i c a l s ,  S u f f o l k ,  E n g l a n d )  
4 . 2 . 3  R e a g e n t s  a n d  S o l u t i o n s  
A l l  s o l u t i o n s  w e r e  v a c u u m  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 . 4 5  y m  f i l t e r  a n d  d e g a s s e d  b y  
s o n i c a t i o n .  T h e  m o b i l e  p h a s e ,  s t o c k  s o l u t i o n s  a n d  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  
u s i n g  w a t e r  f r o m  a  M i l l i p o r e  M i l l i - Q  w a t e r  p u r i f i c a t i o n  s y s t e m .  
P o s t  C o l u m n  R e a g e n t  ( P C R )  
T h e  P C R  r e a g e n t  u s e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n s  c o n s i s t e d  o f  a  
m i x t u r e  o f  0 . 4  m M  4 - ( 2 - p y r i d y l a z o )  r e s o r c i n o l  m o n o s o d i u m  s a l t  h y d r a t e  ( P A R  a n d  
0 . 5  M  a m m o n i a ,  w h i c h  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  1 0 . 5 .  A  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 4  r n M  w a s  
p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  0 . 0 9 4 8 8  g  o f  P A R  i n  1  L  o f  0 . 5  M  a m m o n i a .  
M o b i l e  P h a s e  ( 3  m M  n i t r i c  a c i d )  
T h e  3  m M  n i t r i c  a c i d  m o b i l e  p h a s e  w a s  p r e p a r e d  b y  d i l u t i n g  2 7 0  p L  o f  7 0 %  n i t r i c  
a c i d  t o  1  L  w i t h  M i l l i - Q  u l t r a p u r e  w a t e r .  
M a n g a n e s e  a n d  C o b a l t  s t a n d a r d s  
A  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  o f  1  m M  m a n g a n e s e  c h l o r i d e  t e t r a h y d r a t e  a n d  c o b a l t  ( 1 1 ) - n i t r a t e  
h e x a h y d r a t e  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  0 . 0 4 9 5  g  o f  m a n g a n e s e  a n d  0 . 0 3 2 5  g  o f  
c o b a l t  i n  a  2 5 0  m L  v o l u m e t r i c  f l a s k .  D i l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  d a i l y  f r o m  t h e  1  m M  
s t o c k  s o l u t i o n .  
F a b r i c a t i o n  a n d  o p e r a t i o n  o f  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  c e l l  
d e t e c t o r  
T h e  i n t e g r a t e d  d e t e c t o r  c e l l  w a s  f a b r i c a t e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  [ 6 0 ]  u s i n g  t w o  5  
m m  L E D s  ( K i n g b r i g h t ,  I r e l a n d )  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 4 .  T h e  d e t e c t o r  u s e d  w a s  a  r e d  
L E D  w i t h  a  A, a t  6 2 1  n m .  A  g r e e n  L E D  w i t h  a  I , ,  a t  5 0 0  n m  w a s  u s e d  a s  t h e  
e m i t t e r .  
T h e  P E D D  f l o w  c e l l  w a s  o p e r a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 2  a n d  t h e  d a t a  w a s  
c a p t u r e d  a n d  s a v e d  a c c o r d i n g  t o  s e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
O u t l e t  
*  
~ n i e t  
F i g u r e  4 . 4  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  f o r  
c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  
I  
M e a s u r e m e n t  P r o c e d u r e  
V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  M n  ( 1 1 )  a n d  C o  ( 1 1 )  w e r e  m a d e  u p  i n  M i l l i - Q  w a t e r  a n d  1 0 0  
p 1  a l i q u o t s  o f  s a m p l e  w e r e  i n j e c t e d  o n t o  t h e  N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  c o l u m n  a t  a  f l o w  r a t e  o f  
0 . 7  m L / m i n .  T h e  a n a l y t e s  w e r e  f i r s t  d e t e c t e d  u s i n g  t h e  U V - v i s  d e t e c t o r  a t  a  
w a v e l e n g t h  o f  5 0 0  n m  f o l l o w e d  d i r e c t l y  b y  t h e  P E D D  f l o w  c e l l .  A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  
c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e  ( n  =  3 ) .  T h e  c h r o m a t o g r a m s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  U V - v i s  
5  
-  
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1 . 3  n r m  
I  
t  
0 . 7 5  m m  






E m i t t e r  L E D  A , , ,  5 0 0  n m  
s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  A g i l e n t  C h e m s t a t i o n  f o r  L C  a n d  
L C I M S  s y s t e m s  s o f t w a r e .  T h e  d a t a  a c q u i r e d  f r o m  t h e  P E D D  w a s  t r a n s p o r t e d  t o  a  P C  
v i a  R S 2 3 2  p o r t  a n d  c a p t u r e d  w i t h  H y p e r T e r m i n a l  s o f t w a r e  ( M i c r o s o f t  I n c . ,  U S A ) ,  
s a v e d  a s  a  t e x t  f i l e  a n d  t h e n  a n a l y s e d  u s i n g  E x c e l T M  ( M i c r o s o f t  I n c . ,  U S A ) .  
4 . 2 . 6  
O p t i m i s a t i o n  o f  H P L C  a n d  P E D D  f l o w  c e l l  c o n d i t i o n s  
O p t i m i s a t i o n  o f  H P L C  a n d  P E D D  p a r a m e t e r s  s u c h  a s  f l o w  r a t e  a n d  l i g h t  i n t e n s i t y  
w e r e  c a r r i e d  o u t .  A  c o n c e n t r a t i o n  o f  2  p M  m a n g a n e s e  ( 1 1 )  s o l u t i o n  w a s  s e l e c t e d  t o  
c a r r y  o u t  t h e  s t u d y  a s  i t  p r o v i d e d  r e p r o d u c i b l e  r e s p o n s e s  a n d  g o o d  p e a k  s i z e  a n d  
s h a p e .  
L i g h t  I n t e n s i t y  
P r o c e d u r e  
T h e  p e r i s t a l t i c  p u m p  d e l i v e r i n g  t h e  P C R  w a s  s e t  a t  0 . 2 6  m L / m i n  
T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  d e l i v e r e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m L I m i n  
A  1 0 0  p L  i n j e c t i o n  o f  2  p M  M n  ( 1 1 )  w a s  m a d e  
V a r i o u s  l i g h t  i n t e n s i t i e s  b r o u g h t  a b o u t  b y  v a r y i n g  t h e  r e s i s t a n c e  o n  t h e  e m i t t e r  
L E D  w e r e  e x a m i n e d  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 5  
E a c h  i n j e c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e  
P C R  F l o w  R a t e  
P r o c e d u r e  
T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  d e l i v e r e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m L / m i n  
A  1 0 0  p L  i n j e c t i o n  o f  2  p M  M n  ( 1 1 )  w a s  m a d e  
V a r i o u s  f l o w  s e t t i n g s  o f  t h e  p e r i s t a l t i c  p u m p  d e l i v e r i n g  t h e  P C R  w e r e  
e x a m i n e d  
A  r e s i s t a n c e  o f  1 . 5  k R  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  e m i t t e r  L E D  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 5  
E a c h  i n j e c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e  
4 . 2 . 7  
S e p a r a t i o n  a n d  D e t e c t i o n  o f  M a n g a n e s e  (11) a n d  C o b a l t  (11) 
P A R  c o m p l e x e s  
A  s t u d y  w a s  c a r r i e d  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  c a u s e d  a d d i t i o n a l  
p e a k  b r o a d e n i n g  t o  t h e  d e t e c t i o n  o f  m a n g a n e s e  (11) a n d  c o b a l t  (11) P A R  c o m p l e x e s .  
P r o c e d u r e  
A  1 0 0  p L  i n j e c t i o n  o f  5  p M  m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  w a s  m a d e  
T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  d e l i v e r e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m L I m i n  
T h e  P C R  w a s  d e l i v e r e d  a t  a  p u m p  s e t t i n g  o f  0 . 3 8  m l l m i n  
A  r e s i s t a n c e  o f  1 . 5  k R  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  e m i t t e r  L E D  
D a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 5  
4 . 2 . 8  C a l i b r a t i o n  u s i n g  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  a n d  t h e  U V - v i s  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  
A  s t u d y  w a s  c a r r i e d  o u t  i n v o l v i n g  t h e  c a l i b r a t i o n  o f  a  c h a n g e  i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  
m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  P A R  c o m p l e x e s .  
P r o c e d u r e  
1 0 0  p L  i n j e c t i o n s  a t  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  w e r e  
m a d e  
T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  d e l i v e r e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m L / m i n  
T h e  P C R  w a s  d e l i v e r e d  a t  a  p u m p  s e t t i n g  o f  0 . 3 8  m L / m i n  
A  r e s i s t a n c e  o f  1 . 5  k R  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  e m i t t e r  L E D  
D a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  3 . 2 . 5  u s i n g  b o t h  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  
a n d  a  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r  
A l l  i n j e c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e  
4 . 3  R e s u l t s  a n d d i s c u s s i o n  
4 . 3 . 1  O p t i m i s a t i o n  o f  H P L C  a n d  P E D D  f l o w  c e l l  c o n d i t i o n s  
T h e  d a t a  o b t a i n e d  b y  t h e  P E D D  i s  b a s e d  o n  t h e  t h e o r e t i c a l  m o d e l  d e r i v e d  b y  L a u  e t  
a l .  a s  d i s c u s s e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 1  [ 5 8 , 5 9 ] .  
L o g  ( t )  =  ECZ +  l o g  ( t o )  
E q u a t i o n  4 . 1  
O p t i m i s a t i o n  o f  H P L C  a n d  P E D D  p a r a m e t e r s  s u c h  a s  f l o w  r a t e  a n d  l i g h t  i n t e n s i t y  
w e r e  c a r r i e d  o u t .  O p t i m a l  s e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  w e r e  d e t e r m i n e d  t o  b e :  e l u e n t  f l o w  
r a t e  o f  0 . 7  m L / m i n  a n d  p e r i s t a l t i c  p u m p  r a t e  s e t t i n g  o f  0 . 3 8  m L / m i n .  P r e v i o u s  s t u d i e s  
h a v e  s h o w n  t h a t  o n  d e c r e a s i n g  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  t h e  e m i t t e r  L E D ,  s e n s i t i v i t y  c a n  
b e  i m p r o v e d  b y  a  f a c t o r  o f  4  [ 6 0 ] .  L E D  l i g h t  i n t e n s i t y  v a r i e s  w i t h  m a k e  a n d  
w a v e l e n g t h  t h e r e f o r e  o p t i m i s a t i o n  o f  t h e  5 0 0  n m  P E D D  f l o w  c e l l  l i g h t  i n t e n s i t y  w a s  
r e q u i r e d .  A  ( 0 - 1 0  k R )  v a r i a b l e  r e s i s t o r  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  o p t i m u m  l i g h t  
i n t e n s i t y  o f  t h e  g r e e n  e m i t t e r  L E D  t o  a c h i e v e  o p t i m u m  s e n s i t i v i t y  i . e .  b y  v a r y i n g  t h e  
e l e c t r i c a l  c u r r e n t  a p p l i e d  t o  t h e  e m i t t e r  L E D .  A s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 5  t h e  d e t e c t o r  
r e s p o n s e  i n c r e a s e s  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  e l e c t r i c a l  r e s i s t a n c e  a t  t h e  L E D  e m i t t e r .  
0 . 0  0 . 5  1  . O  1 . 5  2 . 0  2 . 5  3 . 0  
R e s i s t a n c e  ( K n )  
F i g u r e  4 . 5  T h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  l i g h t  i n t e n s i t y  o n  t h e  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  
d e t e c t e d  f r o m  b a s e l i n e  ( P A R )  t o  2  p M  M n - P A R  b y  c h a n g i n g  t h e  r e s i s t a n c e  o f  t h e  
v a r i a b l e  r e s i s t o r  c o n n e c t i n g  t o  t h e  e m i t t e r  L E D .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  ( n = 3 ) .  
A  r e s i s t a n c e  o f  1 . 5  k!2 w a s  f o u n d  t o  p r o v i d e  t h e  o p t i m u m  l i g h t  s o u r c e  i n t e n s i t y  g i v i n g  
h i g h  s e n s i t i v i t y ,  w h i l e  m a i n t a i n i n g  a  s m o o t h  b a s e l i n e  w i t h o u t  d r i f t .  T h e s e  e f f e c t s  a r e  
c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  i n  F i g u r e  4 . 6 .  F o r  e x a m p l e ,  a t  a  r e s i s t a n c e  o f  0 . 0 0 5  k R ,  t h e  
d i f f e r e n c e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  ( A t )  i . e .  p e a k  h e i g h t  w a s  1 8 . 3 3  *  0 . 5 8  p s  w i t h  a n  R . S . D .  
( n  =  3 )  o f  3 . 1 5 % .  A t  a n  a d d i t i o n a l  a p p l i e d  r e s i s t a n c e  o f  1 . 5  k R  t h e  p e a k  h e i g h t  
o b t a i n e d  w a s  1 4 2 . 6 7  *  1 . 1 5  p s  w i t h  0 . 8 1 %  R . S . D .  ( n  =  3 ) .  A t  a  r e s i s t a n c e  o f  4  k R  t h e  
p e a k  h e i g h t  a c h i e v e d  w a s  4 5 7 . 3 3  *  1 3 . 2 0  p s  w i t h  2 . 8 9 %  R . S . D .  ( n  =  3). 
- 0 . 0 0 5  k O h m  
- 1 . 5  k O h m  
- 4  k O h m  
0  2 0  4 0  6 0  8 0  1 0 0  1 2 0  1 4 0  1 6 0  
T i m e  ( s )  
F i g u r e  4 . 6  R e a l  t i m e  t r a c e s  o b t a i n e d  f o r  1 0 0  p L  i n j e c t i o n s  o f  2  p M  M n - P A R  
s a m p l e  u s i n g  3  r e s i s t a n c e s  ( 0 . 0 0 5  k a ,  b o l d  l i n e ,  1 . 5  k Q ,  d a s h e d  l i n e  a n d  4  k a ,  
s o l i d  l i n e ) .  T h e  P C R  f l o w  s e t t i n g  u s e d  w a s  0 . 3 8  m L I m i n .  
A s  t h e  d a t a  s h o w s ,  o n  i n c r e a s i n g  t h e  r e s i s t a n c e  t h e  b a s e l i n e  d i s c h a r g e  t i m e  a l s o  
i n c r e a s e s .  T h i s  i n  t u r n  r e d u c e s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  o f  t h e  P E D D  s y s t e m  a s  t h e  
m a x i m u m  d i s c h a r g e  t i m e  o f  6 5 5 0 4  p s  i s  n o w  a p p r o a c h e d .  A  r e s i s t a n c e  o f  1 . 5  k R  w a s  
s e l e c t e d  a s  t h e  c o m p r o m i s e  r e s i s t a n c e  a s  t h i s  i m p r o v e d  t h e  p e a k  h e i g h t  b y  a  f a c t o r  o f  
8 .  F u r t h e r  i n c r e a s e  i n  r e s i s t a n c e  i n c r e a s e d  t h e  p e a k  h e i g h t  e v e n  m o r e ,  b u t  c a u s e d  m o r e  
b a s e l i n e  d r i f t  a n d  h i g h e r  R . S . D .  v a l u e s  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 6  a n d  T a b l e  4 . 1 .  H i g h e r  
r e s i s t a n c e s  a l s o  r e d u c e d  t h e  d y n a m i c  r a n g e  s i g n i f i c a n t l y .  
T a b l e  4 . 1  E f f e c t  o f  v a r y i n g  l i g h t  i n t e n s i t y  o n  t h e  b a s e l i n e  ( P A R )  s t a b i l i t y  ( n  =  3 ) .  
T h e  o p t i m a l  P C R  d e l i v e r y  r a t e  w a s  d e t e r m i n e d  e x p e r i m e n t a l l y  a s  0 . 3 8  m L / m i n  a s  t h i s  
a c h i e v e d  t h e  h i g h e s t  r e s p o n s e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  2  p M  M n - P A R .  T h i s  s e t t i n g  w a s  
u s e d  i n  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s .  
4 . 3 . 2  
S e p a r a t i o n  a n d  D e t e c t i o n  o f  M a n g a n e s e  (11) a n d  C o b a l t  (11) 
P A R  c o m p l e x e s  
T o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  c a u s e d  a d d i t i o n a l  p e a k  b r o a d e n i n g  a  5  p M  
m i x t u r e  o f  m a n g a n e s e  ( 1 1 )  a n d  c o b a l t  ( 1 1 )  w a s  p r e p a r e d  a n d  i n j e c t e d  ( n  =  3 ) .  T h e  
c h r o m a t o g r a m  o b t a i n e d  f r o m  t h e  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  s h o w n  i n  F i g u r e  
4 . 7  ( A )  s h o w s  t w o  w e l l - r e s o l v e d  p e a k s  ( T a b l e  4 . 2 )  w i t h  r e t e n t i o n  t i m e s  o f  1 . 3  a n d  2 . 1  
m i n u t e s  f o r  m a n g a n e s e  ( 1 1 )  a n d  c o b a l t  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x e s  r e s p e c t i v e l y .  T h e  a v e r a g e  
p e a k  a r e a  c a l c u l a t e d  f o r  M n - P A R  a n d  C o - P A R  h a d  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  
0 . 2 9 %  a n d  2 . 7 1 %  r e s p e c t i v e l y .  
R e t e n t i o n  T i m e  ( m i n )  
R e t e n t i o n  T i m e  ( m i n )  
F i g u r e  4 . 7  A  c o m p a r i s o n  o f  t h e  c h r o m a t o g r a m s  o b t a i n e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  5  
p M  M n  ( 1 1 )  a n d  C o  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  
( A )  a n d  t h e  P E D D  f l o w  d e v i c e  ( B ) .  
T h e  P A R  c o m p l e x  d e t e c t i o n  d a t a  ( d i s c h a r g e  t i m e  t l p s )  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  r e t e n t i o n  
t i m e  ( m i n u t e s )  a n d  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  4 . 7  ( B ) .  A s  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 7  ( B )  t h e  p l o t  
o b t a i n e d  f r o m  t h e  P E D D  s h o w s  i d e n t i c a l  r e t e n t i o n  t i m e s  t o  t h a t  a c q u i r e d  f r o m  t h e  
U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r .  T h e  m e a n  p e a k  h e i g h t  ( d i s c h a r g e  t i m e l p s )  
c a l c u l a t e d  f o r  M n  ( 1 1 )  a n d  C o  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x e s  b o t h  h a d  a  r e l a t i v e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n  o f  0 . 0 4 %  ( n  =  3 ) .  T h e  p e a k  e f f i c i e n c i e s  c a l c u l a t e d  f o r  b o t h  t h e  U V - v i s  
v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  a n d  t h e  P E D D  f l o w  d e v i c e  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  4 . 2 .  T h e  r e s u l t s  
o b t a i n e d  s h o w  s i m i l a r  p e a k  e f f i c i e n c i e s  a n d  i n d i c a t e  t h a t  t h e  P E D D  f l o w  d e v i c e  d o e s  
n o t  c a u s e  a d d i t i o n a l  p e a k  b r o a d e n i n g  t o  t h e  s a m p l e  p e a k s .  
T a b l e  4 . 2  R e t e n t i o n  d a t a  f o r  t r a n s i t i o n  m e t a l  P C R  c o m p l e x e s  o n  a  N u c l e o s i l  1 0 0 -  
7  ( f u n c t i o n a l i z e d  w i t h  I D A )  c o l u m n .  T h e  e f f i c i e n c y  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m :  
5 . 5 4 ( t f l , 1 2 .  
P E D D  ( 5 0 0  n m )  
R e s o l u t i o n  
M n - P A R  e f f i c i e n c y ,  N  
C o - P A R  e f f i c i e n c y ,  N  
4 . 3 . 3  C a l i b r a t i o n  u s i n g  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  a n d  t h e  U V - v i s  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  
M i x t u r e s  c o n t a i n i n g  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m a n g a n e s e  ( 1 1 )  a n d  c o b a l t  ( 1 1 )  w e r e  
p a s s e d  t h r o u g h  t h e  H P L C  s y s t e m  u s i n g  t h e  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  ( c a r r i e r  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  
m L I r n i n ,  P C R  f l o w  s e t t i n g  o f  0 . 3 8  m l l m i n  a n d  a  1 . 5  k R  c u r r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t o r  o n  
t h e  e m i t t e r  L E D ) .  E a c h  i n j e c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e  ( n  =  3 ) .  R e s u l t s  w e r e  
a c q u i r e d  s i m u l t a n e o u s l y  u s i n g  b o t h  a  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  i n - l i n e  w i t h  
t h e  P E D D  f l o w  c e l l .  
F i g u r e  4 . 8  s h o w s  r e s u l t s  o b t a i n e d  f i o m  t h e  P E D D  f l o w  c e l l .  T h e  p e a k  h e i g h t s  ( l o g  
t l p s )  o f  e a c h  t r a n s i t i o n  m e t a l  c o m p l e x  d e t e c t e d  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  i n p u t  i o n  
c o n c e n t r a t i o n  ( C )  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  m o d e l  ( E q n .  4 . 1 ) .  
1 0 0  2 0 0  3 0 0  4 0 0  5 0 0  
[ M a n g a n e s e  a n d  C o b a l e  ( p M )  
M n :  y  =  0 . 0 0 3 2 ~  +  4 . 0 6 0 3  
R 2  =  0 . 9 9 7  
C o :  y  =  0 . 0 0 1 4 ~  +  4 . 0 5 9 7  
R 2  =  0 . 9 9 9 7  
4 . 7 8  1  I  I  E  I  1  I  I  1  1  
0  1 0  2 0  3 0  4 0  5 0  6 0  7 0  
8 0  9 0  1 0 0  
[ M a n g a n e s e  a n d  C o b a l t ]  ( p M )  
F i g u r e  4 . 8  L o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( t )  o b t a i n e d  u s i n g  a  P E D D  v e r s u s  M n  ( 1 1 )  
a n d  C o  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n s  f o r  n = 3 .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  
f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  
A  l a r g e  d e t e c t i o n  r a n g e  ( s h o w n  i n  t h e  i n s e t )  f r o m  0 . 0 9  p M  t o  5 0 0  p M  w i t h  l i n e a r  
r a n g e s  o f  0 . 9  -  1 0 0  p M  f o r  M n - P A R  ( R ~  =  0 . 9 9 7 )  a n d  0 . 2  -  1 0 0  p M  C o - P A R  ( R ~  =  
0 . 9 9 9 7 )  w e r e  o b t a i n e d .  I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g u r e  4 . 8  t h a t  t h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n  o f  t h e  m e a s u r e m e n t s  ( n  =  3 ,  s h o w n  a s  e r r o r  b a r s )  w e r e  v e r y  l o w  ( < 0 . 0 8 % ) .  
E x p e r i m e n t a l  r u n s  a t  t h e  m i n i m u m  d e t e c t a b l e  c o n c e n t r a t i o n  f o r  b o t h  M n - P A R  a n d  
C o - P A R  a r e  s h o w n  i n  F i g u r e  4 . 9  f o r  b o t h  t h e  P E D D  a n d  t h e  U V - v i s  d e t e c t o r s  t o  
e m p h a s i z e  t h e  i m p r o v e d  s e n s i t i v i t y  p r o v i d e d  b y  t h e  P E D D .  T h e  P E D D  a c h i e v e d  a n  
L O D  o f  a p p r o x i m a t e l y  0 . 0 9  p M  f o r  b o t h  M n - P A R  a n d  C o - P A R .  
a  .' w  
0 . 0  0 . 5  1  . O  I  . 5  2 . 0  2 . 5  
T i m e  ( m i n s )  
F i g u r e  4 . 9  R e a l  t i m e  t r a c e s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  r u n s  c a r r i e d  o u t  a t  t h e  L O D  
c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 0 9  p M  M n - P A R  a n d  C o - P A R  f r o m  t h e  P E D D  f l o w  d e v i c e  ( r e d  
l i n e )  a n d  t h e  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  ( b l a c k  l i n e ) .  
F o r  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h e  U V - v i s  d e t e c t o r ,  t h e  p e a k  a r e a  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  
c o n c e n t r a t i o n  ( C )  a n d  t h e  r e s u l t s  w e r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  4 . 1 0  f o r  b o t h  m a n g a n e s e  
a n d  c o b a l t  c o m p l e x e s .  A  s i m i l a r  d e t e c t i o n  r a n g e  f r o m  0 . 0 9  p M  t o  5 0 0  p M  ( I n s e t ,  
F i g u r e  4 . 1 0 )  w a s  a c h i e v e d  f o r  M n - P A R .  A  d e t e c t i o n  r a n g e  o f  0 . 7  p M  t o  5 0 0  p M  w a s  
o b t a i n e d  f o r  C o - P A R  ( i n s e t ) .  T h e  l i n e a r  r a n g e s  o b t a i n e d  w e r e  0 . 9  -  1 0 0  p M  f o r  M n -  
P A R  ( R ~  =  0 . 9 9 8 1 )  a n d  0 . 7  -  1 0 0  p M  f o r  C o - P A R  ( R *  =  0 . 9 9 9 7 ) .  A n  L O D  o f  0 . 0 9  
p M  w a s  o b t a i n e d  f o r  M n - P A R  b u t  a  m u c h  h i g h e r  L O D  v a l u e  o f  0 . 7  p M  w a s  a c h i e v e d  
f o r  C o - P A R .  I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  i n s e t  o f  F i g u r e  4 . 1 0  t h a t  t h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n s  o f  t h e  m e a s u r e m e n t s  ( n  =  3 ,  s h o w n  a s  e r r o r  b a r s )  a r e  i n  t h e  r e g i o n  o f  c a .  
1 0 % .  
I  
0  2 0 0  
[ M a n g a n e s e  a n d  C o b a l t ]  , 0 °  ( p M )  A  /  
M n :  y  =  2 9 8 . 5 4 ~  - 4 . 2 7 8 2  
R 2  =  0 . 9 9 8 1  
C O :  y =  2 0 6 . 6 7 ~  -  1 7 1 . 1 3  
R 2  =  0 . 9 9 9 7  
0  1 0  2 0  3 0  4 0  5 0  6 0  7 0  8 0  9 0  1 0 0  
[ M a n g a n e s e  a n d  C o b a l t ]  ( p M )  
F i g u r e  4 . 1 0  L i n e a r  c a l i b r a t i o n  p l o t  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  
d e t e c t o r  o f  a b s o r b a n c e  ( m A U )  v e r s u s  M n  ( 1 1 )  a n d  C o  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x  
c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n = 3 .  T h e  
i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  
T h e  s i m p l e  P E D D  f l o w  c e l l  w a s  s u c c e s s f u l  a s  a  p o s t  c o l u m n  d e t e c t o r  f o r  H P L C .  T h e  
d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h i s  i n e x p e n s i v e ,  s m a l l ,  p o w e r  e f f i c i e n t  o p t i c a l  d e t e c t o r  w e r e  
c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  H P L C  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  a n d  
s e n s i t i v i t y  i s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r .  F o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  C o - P A R  c o m p l e x  t h e  
P E D D  r e s p o n s e  w a s  6  t i m e s  m o r e  s e n s i t i v e  a n d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  M n - P A R  
c o m p l e x  t h e  P E D D  m a t c h e d  t h e  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a s  s h o w n  i n  T a b l e  4 . 3 .  
T a b l e  4 . 3  A  c o m p a r a t i v e  s u m m a r y  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  b o t h  a  P E D D  a n d  a  v a r i a b l e  
w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  ( V W D ) .  
M n - P A R  
I  
C O - P A R  
a  
D y n a m i c  R a n g e  0 . 0 9 - 5 0 0  p M  
L i n e a r  R a n g e  
4 . 4  C o n c l u s i o n s  
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  c e l l  h a v e  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  t h i s  s i m p l e  l o w  c o s t ,  l o w  p o w e r  d e v i c e  c a n  b e  u s e d  a s  a  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  i n  
H P L C .  T h e  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  w a s  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  t o  t h e  d e t e c t i o n  o f  
t r a n s i t i o n  m e t a l s  m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  c o u p l e d  w i t h  t h e  p o s t  c o l u m n  r e a g e n t  P A R .  
T h e  P E D D  f l o w  c e l l  c a n  d e t e c t  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  l e v e l s  o f  C o - P A R  t h a n  t h a t  o f  a n  
e x p e n s i v e ,  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  b e n c h  t o p  i n s t r u m e n t .  
T h i s  o p t i c a l  s e n s o r  h a s  t h e  p o t e n t i a l  f o r  v e r y  b r o a d  a n a l y t i c a l  a p p l i c a t i o n s ,  g i v e n  t h a t  
i t  o f f e r s  h i g h  s e n s i t i v i t y  a n d  p r e c i s i o n  w i t h  e x c e l l e n t  s i g n a l - t o - n o i s e  c h a r a c t e r i s t i c s .  
T h e  P E D D  f l o w  c e l l  i s  t h e r e f o r e  i d e a l  f o r  d e t e c t i o n  o f  m u l t i p l e  a n a l y t e s  w h e n  
o p e r a t e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e .  A  s i m p l e  P E D D  d e t e c t o r  c a n n o t  
r e p l a c e  t h e  e x i s t i n g  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  b e c a u s e  o f  t h e  l i m i t e d  b a n d w i d t h  a  
s i n g l e  L E D  c a n  c o v e r ,  h o w e v e r ,  a  m o r e  s o p h i s t i c a t e d  P E D D  d e v i c e  w i t h  m u l t i p l e  
L E D  s o u r c e s  c o v e r i n g  a  w i d e r  r a n g e  o f  w a v e l e n g t h s  c o u l d  m a k e  t h i s  p o s s i b l e .  F o r  
s p e c i f i c  a p p l i c a t i o n s  w h e r e  a n  a p p r o p r i a t e  o p e r a t i o n  w a v e l e n g t h  c a n  b e  s e l e c t e d  f o r  
t h e  a n a l y t e s  a  s i n g l e  P E D D  f l o w  d e t e c t o r  i s  i d e a l  a n d  p r e f e r a b l e  t o  a  m o r e  c o m p l e x  
m u l t i - s o u r c e  d e t e c t o r .  
T h i s  s m a l l  f l o w  d e t e c t o r  w h e n  c o u p l e d  w i t h  a  m i n i a t u r e  l o w  p r e s s u r e  s e p a r a t i o n  
c o l u m n ,  s u c h  a s  t h e  o n e  u s e d  i n  t h i s  w o r k ,  a n d  a  p r e s s u r e / p u m p i n g  u n i t ,  s u c h  a s  a  
s m a l l  g a s  c y l i n d e r ,  c o u l d  f o r m  a  c o m p l e t e  m i n i a t u r e  H P L C  s y s t e m  s u i t a b l e  f o r  r a p i d  
s m a l l  s a m p l e  a n a l y s i s .  A p a r t  f r o m  w o r k i n g  a s  a  s m a l l  b e n c h  t o p  a n a l y t i c a l  d e v i c e ,  
s u c h  a  s y s t e m  m a y  a l s o  b e  d e v e l o p e d  a s  a  f i e l d  d e p l o y a b l e  a u t o n o m o u s  m o n i t o r i n g  
d e v i c e .  
C H A P T E R  5  
L i m i t  o f  D e t e c t i o n  I m p r o v e m e n t s  i n  H P L C  
E m p l o y i n g  a  P E D D  D u a l  W a v e l e n g t h  
M o n i t o r i n g  P r o c e d u r e  
5 .  L i m i t  o f  D e t e c t i o n  I m p r o v e m e n t s  i n  H P L C  
E m p l o y i n g  a  P E D D  D u a l  W a v e l e n g t h  M o n i t o r i n g  
P r o c e d u r e  
5 .  I  I n t r o d u c t i o n  
A  c o m m o n  m e t h o d  e m p l o y e d  i n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  t o  c o n v e r t  n o n - a b s o r b i n g  o r  
w e a k l y  a b s o r b i n g  a n a l y t e s  o f  i n t e r e s t  t o  s t r o n g l y  a b s o r b i n g  a n a l y t e s  i s  t h e  u s e  o f  p o s t  
c o l u m n  d e r i v a t i s a t i o n .  T h e r e  a r e  m a n y  c o l o r i m e t r i c  r e a c t i o n s  w h i c h  c a n  b e  a p p l i e d  
p o s t  c o l u m n  a s  o u t l i n e d  i n  T a b l e  5 . 1 .  A l t h o u g h  w i d e l y  u s e d  i n  c e r t a i n  l i q u i d  
c h r o m a t o g r a p h y  a p p l i c a t i o n s ,  p o s t  c o l u m n  r e a c t i o n s  ( P C R )  d o  p o s s e s s  s o m e  
d i s a d v a n t a g e s  s u c h  a s  t h e  i n c r e a s e d  c o s t  a n d  c o m p l e x i t y  d u e  t o  t h e  r e q u i r e m e n t  o f  a n  
a d d i t i o n a l  p u m p .  T h e  m a i n  d i s a d v a n t a g e ,  h o w e v e r ,  i s  t h e  i n c r e a s e  i n  b a s e l i n e  n o i s e .  
T h i s  c a n  b e  a c c o u n t e d  f o r  d u e  t o  ( A )  m i x i n g  n o i s e  a r i s i n g  f r o m  i m p e r f e c t  m i x i n g  o f  
t h e  e l u e n t  a n d  t h e  P C R  r e a g e n t ,  ( B )  c e l l  n o i s e  d u e  t o  t h e  b a c k g r o u n d  e l u e n t  f l o w i n g  
t h r o u g h  t h e  d e t e c t o r ,  w h i c h  ( i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n a l y t e )  p r o d u c e s  a  f i n i t e  d e t e c t o r  
s i g n a l  a n d  ( C )  a n y  v a r i a t i o n s  i n  t h e  m i x i n g  p r o f i l e s  o f  t h e  P C R  r e a g e n t  a n d  e l u e n t  w i l l  
c a u s e  b a s e l i n e  n o i s e  i n  t h e  d e t e c t o r  [ 1 1 0 ] .  T h e s e  f a c t o r s  a d v e r s e l y  a f f e c t  t h e  l i m i t  o f  
d e t e c t i o n  ( L O D )  a s  i t  i s  t y p i c a l l y  c a l c u l a t e d  a s  t h r e e  t i m e s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  
t h e  b a s e l i n e  ( F i g u r e  5 . 1 ) .  
S i g n a l  M a x  
- - - - - - I - - - -  - - - - - I - -  
T  
A  S i g n a l  ( P e a k  H e i g h t )  
A v e r a g e  B a s e l i n  
-  -  -  
F i g u r e  5 . 1  L i m i t  o f  D e t e c t i o n  ( L O D )  i s  c o m m o n l y  d e t e r m i n e d  a s  t h r e e  t i m e s  t h e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n  ( a )  o f  t h e  b a s e l i n e  [ 1 1 2 ] .  
T a b l e  5 . 1  E x a m p l e s  o f  p o s t - c o l u m n  r e a c t i o n s  ( P C R )  i n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  
[ 1 1 0 , 1 1 1 ] .  
I n  c h r o m a t o g r a p h y  r e s p o n s e  ( e . g .  p e a k  h e i g h t )  c a n  b e  a  m i s l e a d i n g  m e a s u r e  o f  
s e n s i t i v i t y .  A s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 2 ,  c h r o m a t o g r a m  A  d i s p l a y s  a  l a r g e r  r e s p o n s e  f o r  
p e a k  1  a n d  2  t h a n  t h a t  o f  p e a k  3  a n d  4  i n  c h r o m a t o g r a m  B .  T h e  b a s e l i n e  n o i s e  
h o w e v e r  i s  m u c h  g r e a t e r  i n  c h r o m a t o g r a m  A  t h a n  c h r o m a t o g r a m  B .  T h e  s i g n a l  t o  
n o i s e  r a t i o s  c a l c u l a t e d  f o r  p e a k  1  a n d  2  i n  c h r o m a t o g r a m  A  a r e  2 8  a n d  6  r e s p e c t i v e l y .  
T h e  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o s  c a l c u l a t e d  f o r  p e a k  3  a n d  4  i n  c h r o m a t o g r a m  B  a r e  7 5  a n d  
1 0  r e s p e c t i v e l y .  
S o l u t e s  I  P o s t - c o l u m n  R e a g e n t  
C a t i o n s  
T h o r i u m  ( I V )  
Z i r c o n i u m  ( I V )  
A l u m i n i u m  (111) 
L a n t h a n i d e s  (111) 
I r o n  ( I 1  a n d  111) 
M a n g a n e s e  ( 1 1 )  
I  C o b a l t  ( 1 1 )  
C o p p e r  ( 1 1 )  
M a g n e s i u m  ( 1 1 )  
C a l c i u m  ( 1 1 )  
A n i o n s  
N O Y ,  N O 3 -  
H P O ? - ,  H 2 P 0 2 - ,  H P O ~ ~ - ,  H ~ P o ? - ,  
E D T A ,  N T A ,   S O ^ ^ - ,  c i t r a t e  
J
A r s e n a z o  111, P A R  
A r s e n a z o  111, P A R  
A r s e n a z o  I 1 1  
A r s e n a z o  111 
P A R  
P A R  
P A R ,  L u m i n o l  
A r s e n a z o  111, P A R  
A r s e n a z o  I  
A r s e n a z o  I ,  A r s e n a z o  I 1 1  
C e  ( I V )  i n  H 2 S O 4  
M o  ( V ) - M o  ( V I )  
F e ( C 1 0 4 ) 3  
1  
F i g u r e  5 . 2  C o m p a r i s o n  o f  c h r o m a t o g r a m s  w i t h  d i f f e r e n t  b a c k g r o u n d  n o i s e  [ 1 1 2 ] .  
T o  i m p r o v e  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  v a l u e s  i n  c h r o m a t o g r a m s  s u c h  a s  F i g u r e  5 . 2  ( A ) ,  t w o  
a p p r o a c h e s  c a n  b e  a d o p t e d .  T h e  f i r s t  i s  t o  i n c r e a s e  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  a n a l y t e  o f  
i n t e r e s t ,  w h i c h  w i l l  r e s u l t  i n  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  p e a k  h e i g h t  a c h i e v e d .  T h e  s e c o n d  
a p p r o a c h  i s  t o  r e d u c e  t h e  b a s e l i n e  n o i s e .  T h e  f i r s t  a p p r o a c h  c a n  b e  a c h i e v e d  b y  
o p t i m i s i n g  t h e  w a v e l e n g t h  a t  w h i c h  t h e  a n a l y t e  i s  m o n i t o r e d  a t .  W h e n  e m p l o y i n g  a n  
L E D  a s  t h e  l i g h t  s o u r c e  i n  a  d e t e c t o r  i t  i s  i m p o r t a n t  t h a t  a n  L E D  o f  n a r r o w  b a n d w i d t h  
w i t h  a n  e m i s s i o n  &, a s  c l o s e  t o  t h e  a n a l y t e  a b s o r b a n c e  &, i s  s e l e c t e d .  
T h e  s e c o n d  a p p r o a c h  t o  r e d u c e  b a s e l i n e  n o i s e  c a n  b e  a c h i e v e d  b y  e m p l o y i n g  a  d u a l  
w a v e l e n g t h  m o n i t o r i n g  p r o c e d u r e .  I n  f l o w  i n j e c t i o n  a n a l y s i s  ( F I A )  a p p l i c a t i o n s ,  a  
d i f f e r e n c e  i n  r e f r a c t i v e  i n d e x  ( F U )  b e t w e e n  t h e  s a m p l e  a n d  t h e  c a r r i e r  i s  c o m m o n ,  
w h i c h  c a n  l e a d  t o  a n  a r t e f a c t  i n  t h e  a b s o r b a n c e  s i g n a l  o f t e n  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  
S c h l i e r e n  e f f e c t  [ 5 1 ] .  A n  a d d i t i o n a l  p r o b l e m  w i t h  d e t e c t i o n  i n  F I A  o c c u r s  w h e n  
s a m p l e s  h a v e  a n y  d e g r e e  o f  t u r b i d i t y .  H o o l e y  e t  a l .  p r o p o s e d  t h e  u s e  o f  a n  L E D  
c o m b i n e d  w i t h  a  b e a m  s p l i t t e r  a n d  t w o  p h o t o d i o d e s  f o r  t h e  c o r r e c t i o n  o f  d r i f t  f r o m  t h e  
l i g h t  s o u r c e  [ 1 1 3 ] .  A l t e r n a t i v e l y ,  t h e  u s e  o f  t w o  L E D s  f i r s t  i n t r o d u c e d  b y  W o r s f o l d  e t  
a l .  i n  1 9 8 7  [ 5 0 ]  a l l o w s  f o r  t h e  c o r r e c t i o n  o f  c o l o u r  c h a n g e ,  R I  o r  t u r b i d i t y  
[ 5 1 , 5 2 , 5 7 , 1 1 4 , 1 1 5 ] .  
J o n e s  a p p l i e d  t h e  m e t h o d  o f  d u a l  w a v e l e n g t h  m o n i t o r i n g  t o  i m p r o v e  s e n s i t i v i t y  i n  i o n  
c h r o m a t o g r a p h y  e m p l o y i n g  p o s t - c o l u m n  r e a c t i o n s  [ 1 1 6 ] .  T h i s  w a s  a c h i e v e d  b y  
m o n i t o r i n g  a t  t w o  w a v e l e n g t h s  s i m u l t a n e o u s l y  u s i n g  a  s p e c t r a l  a r r a y  d e t e c t o r .  T h e  
f i r s t  w a v e l e n g t h  s e l e c t e d  w a s  t h e  &, o f  t h e  a n a l y t e ,  w h i l e  t h e  s e c o n d  w a s  s e l e c t e d  a t  
a  w a v e l e n g t h  c l o s e  t o  t h e  i s o s b e s t i c  p o i n t .  E m p l o y i n g  s i m p l e  p o s t  r u n  p r o c e s s i n g  t o  
m a n i p u l a t e  t h e  d a t a  t h e  p u m p  n o i s e  w a s  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  a n a l y t e  b a s e l i n e ,  
a l l o w i n g  a n  i m p r o v e d  L O D .  
5 . 1  . I  P r o j e c t  A i m  
T h e  w o r k  p r e s e n t e d  h e r e  w i l l  d e m o n s t r a t e  i m p r o v e d  L O D  o f  t r a n s i t i o n  m e t a l s  i n  i o n  
c h r o m a t o g r a p h y  t h a n  p r e v i o u s l y  a c h i e v e d  i n  C h a p t e r  4 .  T h e  i m p r o v e d  L O D s  f o r  
m a n g a n e s e  ( 1 1 )  a n d  c o b a l t  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x e s  w e r e  a c h i e v e d  a s  a  r e s u l t  o f  t w o  
m e t h o d s .  
F i r s t l y ,  t h e  o p t i m u m  w a v e l e n g t h  s e l e c t e d  t o  m o n i t o r  t h e  a n a l y t e s  o f  i n t e r e s t  w a s  
i n v e s t i g a t e d  t o  i m p r o v e  p e a k  r e s p o n s e .  T h e  f a b r i c a t i o n  p r o c e s s  o f  P E D D  f l o w  c e l l s  
w a s  v a l i d a t e d  b y  d e t e r m i n i n g  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  f l o w  c e l l s  w i t h i n  a  b a t c h .  T h e  
r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  d e t e c t o r  w a s  i n v e s t i g a t e d  f o r  b o t h  i n t r a -  a n d  i n t e r - d a y  
c h r o m a t o g r a m s .  
S e c o n d l y ,  f u r t h e r  s e n s i t i v i t y  i m p r o v e m e n t s  w e r e  a c h i e v e d  e m p l o y i n g  a  d u a l  
w a v e l e n g t h  m o n i t o r i n g  p r o c e d u r e  d e s c r i b e d  b y  J o n e s  [ I 1 6 1  t o  r e d u c e  b a s e l i n e  n o i s e .  
U s i n g  a  p o s t  c o l u m n  c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n  m e t h o d  c o m m o n l y  u s e d  f o r  t r a n s i t i o n  
m e t a l  i o n s  [ 1 0 7 ] ,  M n  ( 1 1 )  a n d  C o  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x e s  w e r e  s e p a r a t e d  o n  a  m i n i a t u r e  
N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  I D A  f u n c t i o n a l i z e d  c o l u m n  [ 1 0 8 ] .  T h e  c o l o u r e d  m e t a l  c o m p l e x e s  
f o r m e d  b y  r e a c t i n g  t h e  t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n s  w i t h  a  p o s t  c o l u m n  r e a g e n t  ( P C R )  
m i x t u r e  c o n t a i n i n g  4 - ( 2 - p y r i d y l a z o )  r e s o r c i n o l  ( P A R )  a n d  a m m o n i a  w e r e  d e t e c t e d  a s  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  c h a p t e r  4  u s i n g  a  H P L C  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  a n d  t h e  
P E D D  f l o w  c e l l  f o r  d a t a  c o m p a r i s o n .  T h e  o p t i m u m  e x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e  
d e t e r m i n e d  i n  c h a p t e r  4  w a s  a d o p t e d  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t s  c a r r i e d  o u t  i n  t h i s  
w o r k .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  t h e  P E D D  w a s  f o u n d  t o  g i v e  a  
l i n e a r  r e s p o n s e  t o  M n  ( 1 1 )  a n d  C o  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x e s .  U n d e r  o p t i m i s e d  c o n d i t i o n s  
t h e  P E D D  d e t e c t o r  o f f e r e d  l o w e r  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  a n d  i m p r o v e d  p r e c i s i o n  
c o m p a r e d  t o  t h e  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r .  
5 . 2  E x p e r i m e n t a l  P r o c e d u r e  
E q u i p m e n t  
T h e  s y s t e m  w a s  s e t  u p  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  4 . 2 . 1 ,  e m p l o y i n g  a  H e w l e t t  
P a c k a r d  s e r i e s  1 0 5 0  H P L C  s y s t e m  ( A g i l e n t  T e c h n o l o g i e s . ,  D u b l i n )  t o  d e l i v e r  t h e  
e l u e n t  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m l l m i n .  S a m p l e s  w e r e  i n j e c t e d  u s i n g  a n  a u t o m a t e d  
i n j e c t o r  w i t h  a  s a m p l e  l o o p  o f  1 0 0  p L .  A  N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  c o l u m n  c o v a l e n t l y  
f u n c t i o n a l i s e d  w i t h  I D A  g r o u p s  o f  4  x  1 4  m r n  i n  s i z e  w a s  u s e d  f o r  t h e  i o n  s e p a r a t i o n .  
A  G i l s o n  ( M i n i p l u s  3 )  p e r i s t a l t i c  p u m p ,  ( A n a c h e m ,  U K )  s e t  a t  a  f l o w  r a t e  s e t t i n g  o f  
0 . 3 8  m L 1 m i n  w a s  u s e d  f o r  t h e  i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  ( P C R ) ,  w h i c h  
w a s  m i x e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h  t h e  e l u e n t  u s i n g  a  0 . 5  m  P E E K  r e a c t i o n  c o i l  
( 0 . 2 5  r n m  i . d . ,  V I C I B  A G  I n t e r n a t i o n a l ,  S w i t z e r l a n d ) .  
- 9 0  u M  M n 9 A R  
- P A R  
- 5 0 7  n m  L E D  
- 5 0 0  n m  L E D  
- 9 0  U M  C O - P A R  
5 0 0  
W a v e l e n g t h  ( n m )  
F i g u r e  5 . 3  E m i s s i o n  s p e c t r a  ( A , , ,  5 0 0  n m  ( b l u e  l i n e )  a n d  A , , ,  5 0 7  n m  ( r e d  l i n e ) )  
o f  t h e  e m i t t e r  L E D s  u s e d  i n  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  a n d  t h e  
a b s o r p t i o n  s p e c t r a  ( A , , ,  5 0 0  n m )  o f  9 0  p M  M n - P A R  ( n a v y  l i n e ) ,  ( A , , ,  5 1 0  n m )  9 0  
p M  C o - P A R  ( g r e e n  l i n e )  a n d  (A, 4 2 0  n m )  P A R  ( p i n k  l i n e ) .  
P E D D  f l o w  c e l l s  o f  v a r y i n g  e m i t t e r  w a v e l e n g t h s  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  T h e  P E D D  w a s  
p l a c e d  i n l i n e  w i t h  t h e  H e w l e t t  P a c k a r d  ( s e r i e s  1 0 5 0 )  U V - v i s  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  
d e t e c t o r  ( A g i l e n t  T e c h n o l o g i e s ,  D u b l i n )  f o r  t h e  c o m p a r a t i v e  d e t e c t i o n  o f  t h e  m e t a l  
c o m p l e x e s .  
F i g u r e  5 . 3  s h o w s  t h a t  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  M n - P A R ,  C o - P A R  a n d  P A R  o v e r l a p  
w i t h  t h e  e m i s s i o n  s p e c t r a  o f  t h e  P E D D  d e v i c e .  T h e  e m i s s i o n  s p e c t r a  o f  t h e  g r e e n  
e m i t t e r  L E D s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  a n  O c e a n  O p t i c  s p e c t r o m e t e r  ( O O I B a s e  3 2 T M ,  
O c e a n  O p t i c s .  I n c . ,  D u n e d i n ,  U S A ) .  T h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r a  o f  m a n g a n e s e  ( 1 1 )  a n d  
c o b a l t  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x e s  w e r e  a c q u i r e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  ( B i o  -  
T e k  I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A ) .  T h e  o v e r l a p  b e t w e e n  a b s o r b i n g  s p e c i e s  a n d  t h e  l i g h t  
s o u r c e  p r o v i d e  h i g h  s e n s i t i v i t y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  M n - P A R  a n d  C o - P A R .  T o  
f a c i l i t a t e  c o m p a r i s o n ,  t h e  e m i s s i o n  a n d  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  w e r e  n o r m a l i z e d  t o  a  0 - 1  
r a n g e  b y  d i v i d i n g  v a l u e s  b y  t h e  m a x i m u m  e m i s s i o n  a n d  a b s o r b a n c e  a c h i e v e d .  
5 . 2 . 2  C h e m i c a l s  
4 - ( 2 - p y r i d y l a z o )  r e s o r c i n o l  m o n o s o d i u m  s a l t  h y d r a t e  ( P A R )  ( S i g m a  A l d r i c h ,  
D u b l i n )  
A m m o n i a  ( 3 5 % ,  B D H ,  P o o l e ,  E n g l a n d )  
M a n g a n e s e  c h l o r i d e  t e t r a h y d r a t e  ( S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n )  
C o b a l t  ( 1 1 ) - n i t r a t e  h e x a h y d r a t e  ( S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n )  
M i l l i - Q  w a t e r  ( M i l l i p o r e  I r e l a n d  B . V . ,  C o r k )  
N i t r i c  a c i d  ( 7 0 % ,  E a s t  A n g l i a  C h e m i c a l s ,  S u f f o l k ,  E n g l a n d )  
5 . 2 . 3  R e a g e n t s  a n d  S o l u t i o n s  
A l l  s o l u t i o n s  w e r e  v a c u u m  f i l t e r e d  t h r o u g h  a  0 . 4 5  p m  f i l t e r  a n d  d e g a s s e d  b y  
s o n i c a t i o n .  T h e  m o b i l e  p h a s e ,  s t o c k  s o l u t i o n s  a n d  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  
u s i n g  w a t e r  f r o m  a  M i l l i p o r e  M i l l i - Q  w a t e r  p u r i f i c a t i o n  s y s t e m .  
P o s t  C o l u m n  R e a g e n t  ( P C R )  
T h e  P C R  r e a g e n t  u s e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  t r a n s i t i o n  m e t a l  i o n s  c o n s i s t e d  o f  a  
m i x t u r e  o f  0 . 4  m M  4 - ( 2 - p y r i d y l a z o )  r e s o r c i n o l  m o n o s o d i u m  s a l t  h y d r a t e  ( P A R  a n d  
0 . 5  M  a m m o n i a ,  w h i c h  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  1 0 . 5 .  A  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 4  m M  w a s  
p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  0 . 0 9 4 8 8  g  o f  P A R  i n  1  L  o f  0 . 5  M  a m m o n i a .  
M o b i l e  P h a s e  ( 3  m M  N i t r i c  A c i d )  
T h e  3  m M  N i t r i c  a c i d  m o b i l e  p h a s e  w a s  p r e p a r e d  b y  d i l u t i n g  2 7 0  p L  o f  7 0 %  n i t r i c  
a c i d  t o  1  L  w i t h  M i l l i - Q  u l t r a p u r e  w a t e r .  
M a n g a n e s e  a n d  C o b a l t  s t a n d a r d s  
A  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  o f  1 0 0 0  p p m  m a n g a n e s e  c h l o r i d e  t e t r a h y d r a t e  a n d  c o b a l t  ( 1 1 ) -  
n i t r a t e  h e x a h y d r a t e  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  0 . 1 8 0  1 3  g  o f  m a n g a n e s e  a n d  0 . 1  1 0  1 6 5  
g  o f  c o b a l t  i n  a  5 0  m L  v o l u m e t r i c  f l a s k .  D i l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  d a i l y  f r o m  t h e  1 0 0 0  
p p m  s t o c k  s o l u t i o n .  
5 . 2 . 4  F a b r i c a t i o n  a n d  o p e r a t i o n  o f  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  c e l l  
d e t e c t o r  
S i n g l e  W a v e l e n g t h  P E D D  
T h e  i n t e g r a t e d  d e t e c t o r  c e l l  w a s  f a b r i c a t e d  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 5  
u s i n g  t w o  5  m r n  L E D s  ( K i n g b r i g h t ,  I r e l a n d )  ( F i g u r e  5 . 4 ) .  A s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 3  M n  
a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  h a v e  a n  a b s o r b a n c e  h ,  o f  5 0 0  n r n  a n d  5  1 0  n r n  r e s p e c t i v e l y .  
P r e v i o u s l y  a n  L E D  w i t h  a  A,, o f  5 0 0  n m  w a s  e m p l o y e d  t o  d e t e c t  M n  a n d  C o  P A R  
c o m p l e x e s .  I n  a n  a t t e m p t  t o  i m p r o v e  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  M n  a n d  C o  P A R  
c o m p l e x e s  t w o  P E D D s  w e r e  i n v e s t i g a t e d ,  w h e r e b y  o n e  e m p l o y e d  a  g r e e n  L E D  w i t h  a  
h , ,  a t  5 0 0  n m  a n d  t h e  o t h e r  a  h , ,  a t  5 0 7  n m  a s  t h e  e m i t t e r  ( F i g u r e  5 . 3 ) .  T h e  d e t e c t o r  
u s e d  w a s  a  r e d  L E D  w i t h  a  h , ,  a t  6 6 0  n m .  
T h e  P E D D  f l o w  c e l l  w a s  o p e r a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 2  a n d  t h e  d a t a  w a s  
c a p t u r e d  a n d  s a v e d  a c c o r d i n g  t o  s e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
1 5  m m  
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F i g u r e  5 . 4  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  s i n g l e  w a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  
f o r  c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  
I  




T h e  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  w a s  f a b r i c a t e d  s i m i l a r l y  t o  t h e  s i n g l e  w a v e l e n g t h  P E D D  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d .  T h e  f i r s t  P E D D  e m p l o y e d  a  g r e e n  L E D  w i t h  a  h, a t  5 0 7  n m  
a s  t h e  l i g h t  s o u r c e  a n d  a  r e d  L E D  w i t h  a  A, a t  6 6 0  n m  a s  t h e  l i g h t  d e t e c t o r .  T h e  
s e c o n d  P E D D  m o n i t o r e d  a t  w a v e l e n g t h  n e a r  t h e  i s o s b e s t i c  p o i n t ,  w h i c h  w e r e  c a .  3 4 0  
n m  a n d  4 5 0  n m  ( F i g u r e  5 . 1 4 ) .  S e v e r a l  L E D s  o f  v a r y i n g  w a v e l e n g t h s  w e r e  
i n v e s t i g a t e d  f o r  t h i s  e x p e r i m e n t .  F i g u r e  5 . 5  s h o w s  a n  L E D  w i t h  a  h m ,  a t  6 2 7  n m  a s  
t h e  l i g h t  s o u r c e  m o n i t o r i n g  a t  t h e  r e f e r e n c e  p o i n t  w i t h  a  r e d  L E D  (A, a t  6 6 0  n m )  a s  
t h e  l i g h t  d e t e c t o r .  T h e  t w o  P E D D s  a r e  j o i n e d  b y  P E E K  t u b i n g  o f  c a .  1  c m  i n  l e n g t h .  
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~ n i e t  
F i g u r e  5 . 5  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  i n t e g r a t e d  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  
d e v i c e  u s e d  f o r  c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  
T h e  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  c e l l  w a s  o p e r a t e d  a s  d e s c r i b e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 2  a n d  
t h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  a n d  s a v e d  a c c o r d i n g  t o  s e c t i o n  2 . 2 . 3 .  
M e a s u r e m e n t  P r o c e d u r e  
V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  M n  ( 1 1 )  a n d  C o  ( 1 1 )  w e r e  m a d e  u p  i n  M i l l i - Q  w a t e r  a n d  1 0 0  
p1 a l i q u o t s  o f  s a m p l e  w e r e  i n j e c t e d  o n t o  t h e  N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  c o l u m n  a t  a  f l o w  r a t e  o f  
0 . 7  m L 1 m i n .  T h e  a n a l y t e s  w e r e  f i r s t  d e t e c t e d  u s i n g  t h e  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  
d e t e c t o r  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  5 0 0  n m  f o l l o w e d  d i r e c t l y  b y  t h e  s i n g l e l d u a l  w a v e l e n g t h  
P E D D  f l o w  c e l l .  A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e  ( n  =  3 ) .  T h e  
c h r o m a t o g r a m s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  w e r e  a n a l y s e d  
u s i n g  A g i l e n t  C h e m s t a t i o n  f o r  L C  a n d  L C I M S  s y s t e m s  s o f t w a r e .  T h e  d a t a  a c q u i r e d  
f r o m  t h e  P E D D  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  a  P C  v i a  R S 2 3 2  p o r t  a n d  c a p t u r e d  w i t h  
H y p e r T e r m i n a l  s o f t w a r e  ( M i c r o s o f t  I n c . ,  U S A ) ,  s a v e d  a s  a  t e x t  f i l e  a n d  t h e n  a n a l y s e d  
u s i n g  E x c e l T M  ( M i c r o s o f t  I n c . ,  U S A ) .  
5 . 2 . 6  O p t i m i s a t i o n  o f  S i n g l e  W a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  c e l l  
d e t e c t o r  
W a v e l e n g t h  
T h e  o p t i m u m  w a v e l e n g t h s  t o  m o n i t o r  t h e  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  h a v e  b e e n  
v a r i o u s l y  r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  t y p i c a l l y  c i t i n g  t h e  L a x  i n  t h e  r a n g e  o f  c a .  4 9 5 - 5 2 0  
n m  [ I  0 7 , 1 0 8 , 1 1 6 , 1 1 7 ] .  U n d e r  t h e  o p t i m i s e d  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  d e t e r m i n e d  i n  
c h a p t e r  4  t h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r a  o f  9 0  p M  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  w e r e  a c q u i r e d  
u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  ( B i o - T e k  I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A ) .  A  L a x  o f  5 0 0  
n m  a n d  5 1 0  n m  w e r e  o b t a i n e d  f o r  9 0  p M  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  r e s p e c t i v e l y  
( F i g u r e  5 . 3 ) .  T o  d e t e r m i n e  i f  i m p r o v e d  a n a l y t e  r e s p o n s e  w i t h  r e s p e c t  t o  t h a t  
p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  c o u l d  b e  o b t a i n e d  a  P E D D  w i t h  a  L ,  o f  5 1 0  n m  w a s  
i n v e s t i g a t e d .  M a n u f a c t u r e r s '  d e s c r i p t i o n s  o f  L E D s  c a n  b e  i n a c c u r a t e  a s  t h e y  v a r y  
b e t w e e n  b a t c h e s .  5 1 0  n m  L E D s  o b t a i n e d  f o r  t h e s e  e x p e r i m e n t s  o n  i n v e s t i g a t i o n  
a c t u a l l y  h a d  a  h ,  o f  5 0 7  n r n .  
P r o c e d u r e  
T h e  p e r i s t a l t i c  p u m p  d e l i v e r i n g  t h e  P C R  w a s  s e t  a t  0 . 3 8  m L / m i n  
T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  d e l i v e r e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m L / m i n  
A  1 0 0  p L  i n j e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n  ( 1 1 )  a n d  C o  (11) w a s  m a d e  
4  P E D D s  w i t h  a  L ,  o f  5 0 0  n r n  w e r e  i n v e s t i g a t e d  
4  P E D D s  w i t h  a  L a x  o f  5 0 7  n m  w e r e  i n v e s t i g a t e d  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 3  
E a c h  i n j e c t i o n  w a s  r e p e a t e d  t e n  t i m e s  p e r  P E D D  i n v e s t i g a t e d  
5 . 2 . 7  
V a l i d a t i o n  o f  S i n g l e  W a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  c e l l  d e t e c t o r  
I n t r a I I n t e r - D a y  R e p r o d u c i b i l i t y  
T h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  d e t e c t o r  w a s  i n v e s t i g a t e d  f o r  i n t r a  a n d  i n t e r - d a y  
e x p e r i m e n t s .  F o r  t h e  p u r p o s e  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a  s i n g l e  (A, 5 0 7  n m )  P E D D  w a s  
s e l e c t e d .  T h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  w a s  a l s o  o b t a i n e d  
u s i n g  a  V W D  f o r  c o m p a r i s o n .  
P r o c e d u r e  
T h e  p e r i s t a l t i c  p u m p  d e l i v e r i n g  t h e  P C R  w a s  s e t  a t  0 . 3 8  m L / m i n  
T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  d e l i v e r e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m L / m i n  
A  1 0 0  p L  i n j e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n  ( 1 1 )  a n d  C o  (11) w a s  m a d e  
A  P E D D  w i t h  a  h ,  o f  5 0 7  n m  w a s  i n v e s t i g a t e d  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 3  
I n t r a - D a y  r e p r o d u c i b i l i t y :  E a c h  i n j e c t i o n  w a s  r e p e a t e d  t e n  t i m e s  
I n t e r - D a y  r e p r o d u c i b i l i t y :  E a c h  i n j e c t i o n  w a s  r e p e a t e d  t e n  t i m e s  f o r  3  
c o n s e c u t i v e  d a y s  
5 . 2 . 8  
C a l i b r a t i o n  u s i n g  t h e  S i n g l e  W a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  c e l l  
a n d  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r  
A  s t u d y  w a s  c a r r i e d  o u t  i n v o l v i n g  t h e  c a l i b r a t i o n  o f  a  c h a n g e  i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  
m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  P A R  c o m p l e x e s .  
P r o c e d u r e  
1 0 0  p L  i n j e c t i o n s  a t  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  w e r e  
m a d e  
T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  d e l i v e r e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m L / m i n  
T h e  P C R  w a s  d e l i v e r e d  a t  a  p u m p  s e t t i n g  o f  0 . 3 8  m L / m i n  
A  r e s i s t a n c e  o f  1 . 5  kL2 w a s  a p p l i e d  t o  t h e  e m i t t e r  L E D  
D a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 3  u s i n g  b o t h  t h e  s i n g l e  
w a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  c e l l  a n d  a  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r  
A l l  i n j e c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e  
5 . 2 . 9  
O p t i m i s a t i o n  o f  D u a l  W a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  c e l l  d e t e c t o r  
A s  m e n t i o n e d  p r e v i o u s l y  p o s t - c o l u m n  r e a c t i o n  s y s t e m s  c a n  a d d  s u b s t a n t i a l l y  t o  t h e  
b a s e l i n e  n o i s e  i n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y .  A  d u a l  w a v e l e n g t h  m o n i t o r i n g  p r o c e d u r e  
w a s  i n v e s t i g a t e d  t o  i m p r o v e  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  i n  i o n  c h r o m a t o g r a p h y  e m p l o y i n g  p o s t  
c o l u m n  r e a c t i o n s  b y  r e d u c i n g  t h e  b a c k g r o u n d  n o i s e .  T h e  p r o c e d u r e  e n t a i l e d  
m o n i t o r i n g  a t  t w o  w a v e l e n g t h s  s i m u l t a n e o u s l y .  T h e  ( b ,  5 0 7  n m )  P E D D  w a s  
s e l e c t e d  t o  m o n i t o r  a t  b ,  o f  t h e  a n a l y t e ,  w h i l e  t h e  s e c o n d  w a s  s e l e c t e d  a t  a  
w a v e l e n g t h  c l o s e  t o  t h e  i s o s b e s t i c  p o i n t .  T o  d e t e r m i n e  w h i c h  w a v e l e n g t h  w a s  
r e q u i r e d  t o  m o n i t o r  a t  t h e  i s o s b e s t i c  p o i n t ,  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  d e t e r m i n e  
e x p e r i m e n t a l l y  t h e  i s o s b e s t i c  p o i n t s  f o r  t h e  t r a n s i s t i o n  m e t a l s  a n d  P A R  c o m p l e x e s .  
D e t e r m i n a t i o n  o f  I s o s b e s t i c  P o i n t  
P r o c e d u r e  
A  2 0 0  p L  a l i q u o t  o f  e a c h  c o n c e n t r a t i o n  r a n g i n g  f r o m  0 . 2  p M  -  1  r n M  f o r  C o -  
P A R  c o m p l e x  w a s  t a k e n  a n d  a d d e d  t o  a  9 6  p l a t e  w e l l  
E a c h  c o n c e n t r a t i o n  w a s  a d d e d  t o  t h e  9 6  p l a t e  w e l l  i n  t r i p l i c a t e .  
T h e  a b s o r b a n c e  w a s  s c a n n e d  f r o m  3 0 0  -  7 0 0  n m .  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  s o f t w a r e  a n d  s a v e d  a s  a  t e x t  f i l e  f o r  
l a t e r  a n a l y s i s  u s i n g  M i c r o s o f t  T M  E x c e l  s o f t w a r e .  
S e l e c t i o n  o f  L E D  t o  M o n i t o r  a t  I s o s b e s t i c  P o i n t  
T h e  i s o s b e s t i c  p o i n t  f o r  C o  ( 1 1 )  a n d  P A R  w a s  e x p e r i m e n t a l l y  d e t e r m i n e d  t o  b e  
a p p r o x i m a t e l y  4 5 0  n m  ( F i g u r e  5 . 1 4 ) .  L E D s  a r e  n o t  m o n o c h r o m a t i c ,  t y p i c a l l y  c i t i n g  
b a n d w i d t h s  a t  h a l f  m a x i m u m  ( B W H M )  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0 - 3 0  n m .  L E D s  i n  t h e  
r e g i o n  o f  4 1 0 4 8 0  n m  a r e  p a r t i c u l a r l y  b r o a d  c i t i n g  B W H M  o f  a p p r o x i m a t e l y  9 0  n m  
( F i g u r e  5 . 6 ) .  
- 9 0  u M  M n - P A R  
- P A R  
- 5 0 7  n m  L E D  
- 4 4 0  n m  L E D  
5 0 0  5 5 0  
W a v e l e n g t h  ( n m )  
F i g u r e  5 . 6  E m i s s i o n  s p e c t r a  ( A , , ,  4 4 0  n m  ( b l u e  l i n e )  a n d  A , , ,  5 0 7  n m  ( r e d  l i n e ) )  
o f  t h e  e m i t t e r  L E D s  u s e d  i n  t h e  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  a n d  
t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  ( A , , ,  5 0 0  n m )  o f  9 0  p M  M n - P A R  ( n a v y  l i n e )  a n d  ( A , , ,  4 2 0  
n m )  P A R  ( p i n k  l i n e ) .  
A s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 6  t h e  4 5 0  n m  i s o s b e s t i c  p o i n t  c o u l d  n o t  b e  m o n i t o r e d  a s  L E D s  
a v a i l a b l e  i n  t h i s  r e g i o n  c o v e r  t h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r a  o f  t h e  M n  a n d  C o  P A R  
c o m p l e x e s  a l s o .  T h e  a p p r o p r i a t e  L E D  w a v e l e n g t h  t o  m o n i t o r  t h e  i s o s b e s t i c  p o i n t  w a s  
d e t e r m i n e d  b y  p r e p a r i n g  P E D D s  o f  v a r y i n g  w a v e l e n g t h s .  
P r o c e d u r e  
T h e  p e r i s t a l t i c  p u m p  d e l i v e r i n g  t h e  P C R  w a s  s e t  a t  0 . 3 8  m L / m i n  
T h e  m o b i l e  p h a s e  w a s  d e l i v e r e d  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m L / m i n  
A  1 0 0  p L  i n j e c t i o n  o f  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n  o f  M n  ( 1 1 )  a n d  C o  ( 1 1 )  w e r e  m a d e  
P E D D s  o f  v a r y i n g  w a v e l e n g t h  w e r e  i n v e s t i g a t e d  
T h e  d a t a  w a s  c a p t u r e d  a s  o u t l i n e d  i n  s e c t i o n  2 . 2 . 3  
E a c h  i n j e c t i o n  w a s  r e p e a t e d  i n  t r i p l i c a t e  
5 . 3  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
5 . 3 . 1  O p t i m i s a t i o n  o f  S i n g l e  W a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  c e l l  
d e t e c t o r  
W a v e l e n g t h  
P r e v i o u s l y  t h e  d e t e c t i o n  o f  t r a n s i t i o n  m e t a l  c o m p l e x e s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  a  P E D D  
w i t h  a  &, o f  5 0 0  n m .  A b s o r b a n c e  s p e c t r a  o b t a i n e d  f o r  M n  a n d  C o - P A R  c o m p l e x e s  
s h o w  a  &, o f  5 0 0  n m  a n d  5 1 0  n m  r e s p e c t i v e l y  ( F i g u r e  5 . 3 ) .  T o  d e t e r m i n e  i f  
i m p r o v e d  s e n s i t i v i t y  c o u l d  b e  a c q u i r e d  a  P E D D  w i t h  a  &, o f  5 0 7  n m  w a s  
i n v e s t i g a t e d .  A  0 . 2 5  p p m  m i x t u r e  o f  m a n g a n e s e  (11) a n d  c o b a l t  ( 1 1 )  w a s  p r e p a r e d  a n d  
i n j e c t e d  ( n  =  1 0 ) .  T h e  m e a n  p e a k  h e i g h t  ( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e ,  p s )  c a l c u l a t e d  f o r  
M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  f r o m  b o t h  P E D D s  ( b ,  5 0 0  n m  a n d  5 0 7  n m )  a r e  s h o w n  
i n  T a b l e  5 . 2 .  
T a b l e  5 . 2  C o m p a r i s o n  p e a k  h e i g h t  ( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e )  d a t a  a c q u i r e d  
f r o m  P E D D s  w i t h  a  A m a x  o f  5 0 0  n m  a n d  5 0 7  n m  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n  
a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  ( n  =  1 0 )  
5 0 7  n m  P e a k  H e i g h t  ( p s )  
5 0 0  n m  P e a k  H e i g h t  ( p s )  
S t d  D e v  ( n  =  1 0 )  
R S D %  
A s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 7  t h e  a v e r a g e  p e a k  h e i g h t  o b t a i n e d  e m p l o y i n g  t h e  ( I , , , , ,  5 0 7  n m )  
P E D D  f o r  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  w e r e  r e s p e c t i v e l y  2 . 2  a n d  3 . 3  t i m e s  
g r e a t e r  t h a n  t h a t  m e a s u r e d  w i t h  t h e  ( I , , , , ,  5 0 0  n m )  P E D D .  
0 . 2 5  p p m  M n P A R  
0 . 2 5  p p r n  C o - P A R  
A  
- 5 0 0  n m  
- 5 0 7  n r n  
3 9 5 0  
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T i m e  ( m i n )  
F i g u r e  5 . 7  C o m p a r i s o n  o f  a v e r a g e  t r a c e s  a c q u i r e d  f r o m  t w o  P E D D s  ( A )  I , , ,  o f  
5 0 0  n m  a n d  ( B )  A,, o f  5 0 7  n m  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  
c o m p l e x e s  ( n  =  1 0 ) .  
T o  p r o v e  e x p e r i m e n t a l l y  t h a t  t h e  P E D D  w i t h  a  l., o f  5 0 7  n m  w a s  t h e  o p t i m u m  
w a v e l e n g t h  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  d u e  t o  t h e  e f f i c i e n t  
o v e r l a p  o f  t h e  e m i s s i o n  a n d  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  a n d  n o t  d u e  m e r e l y  t o  a n  i m p r o v e m e n t  
i n  t h e  f a b r i c a t i o n  o f  t h e  P E D D ,  4  P E D D s  o f  e a c h  w a v e l e n g t h  w e r e  p r e p a r e d .  
A  m i x t u r e  o f  0 . 2 5  p p r n  M n  a n d  C o  w e r e  i n j e c t e d  o n t o  t h e  c o l u m n  ( n  =  1 0 )  a n d  w e r e  
m o n i t o r e d  w i t h  ( A )  4  i n d i v i d u a l  ( L a x  5 0 0  n m )  P E D D s ,  ( B )  4  i n d i v i d u a l  ( L a x  5 0 7  
n m )  P E D D s  a n d  ( C )  a  V W D  ( 5 0 0  n m ) .  T h e  0 . 2 5  p p r n  M n  a n d  C o  m i x t u r e  w a s  
i n j e c t e d  t e n  t i m e s  f o r  e a c h  P E D D .  T h e  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o v e r  a  p e r i o d  o f  
3  m o n t h s .  T h e  r e s u l t s  s h o w n  i n  T a b l e  5 . 3  w e r e  o b t a i n e d  b y  c a l c u l a t i n g  t h e  a v e r a g e  
p e a k  h e i g h t s  ( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e ,  p s )  f r o m  t h e  t e n  i n j e c t i o n s  f o r  e a c h  ( b a x  5 0 0  
n m )  P E D D .  A n  o v e r a l l  a v e r a g e  f o r  t h e  4  ( L ,  5 0 0  n m )  P E D D s  w a s  t h e n  c a l c u l a t e d .  
T h i s  w a s  r e p e a t e d  f o r  t h e  4  ( L a x  5 0 7  n m )  P E D D s  i n v e s t i g a t e d .  T h e  a v e r a g e  p e a k  
h e i g h t s  ( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e ,  p s )  m e a s u r e d  u s i n g  t h e  ( h ,  5 0 7  n m )  P E D D s  
( F i g u r e  5 . 8  A )  f o r  0 . 2 5  p p r n  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  a r e  a p p r o x i m a t e l y  2  t i m e s  
t h a t  o f  t h e  a v e r a g e  p e a k  h e i g h t s  m e a s u r e d  u s i n g  t h e  ( L a x  5 0 0  n m )  P E D D s  F i g u r e  5 . 8  
B .  
0 . 2 5  p p r n  M n - P A R  
i  
- 5 0 7  n m  P E D D  I  
- 5 0 7  n m  P E D D  2  
-  5 0 7  n m  P E D D  3  
-  5 0 7  n r n  P E D D  4  
0 . 2 5  p p r n  C o - P A R  
0 . 0  0 . 5  1  . O  1 . 5  2 . 0  2 . 5  3 . 0  
T i m e  ( r n i n )  
-  5 0 0  n m  P E D D  1  
- 5 0 0  n r n  P E D D  2  
-  5 0 0  n r n  P E D D  3  
- 5 0 0  n m  P E D D  4  
7 6 0  4  I  I  1  i  I  
0 . 0  0 . 5  1  . O  1 . 5  2 . 0  2 . 5  
T i m e  ( r n i n )  
F i g u r e  5 . 8  O v e r l a i d  t r a c e s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p r n  M n - P A R  a n d  C o - P A R  
u s i n g  ( A )  4  x  ( A , , ,  5 0 7  n m )  P E D D s  a n d  ( B )  4  x  ( A , , ,  5 0 0  n m )  P E D D s .  E a c h  t r a c e  
i s  a n  a v e r a g e  o f  1 0  i n j e c t i o n s .  
T h e  a v e r a g e  p e a k  h e i g h t  m e a s u r e d  f o r  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  
t h e  V W D  ( b ,  5 0 0  n m )  a s  o u t l i n e d  i n  T a b l e  5 . 3  h a d  a  R . S . D . %  o f  3 . 7  a n d  6 . 1 %  
r e s p e c t i v e l y .  T h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  p e a k  h e i g h t s  a c h i e v e d  f o r  t h e  m e t a l  c o m p l e x e s  
u s i n g  t h e  4  i n d i v i d u a l  ( h ,  5 0 0  n m )  P E D D s  a n d  t h e  4  i n d i v i d u a l  (A, 5 0 7  n m )  
P E D D s  w e r e  g o o d  w i t h  a  h i g h e s t  R . S . D .  o f  4 . 8 %  m e a s u r e d .  
T a b l e  5 . 3  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  d e t e c t o r s  ( A )  ( A m a ,  5 0 0  n m )  
P E D D ,  ( B )  ( a , , ,  5 0 7  n m )  P E D D  a n d  ( C )  V W D  ( n  =  4 ) .  
T h e  s a m e  V W D  a t  t h e  s a m e  w a v e l e n g t h  w a s  e m p l o y e d  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t s  
T h e  V W D  e x h i b i t e d  a  h i g h e r  R . S . D .  o f  6 . 1 %  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  C o - P A R  
i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  2 . 7  a n d  3 . 4 %  R . S . D .  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  ( L ,  5 0 0  n m )  P E D D s  
a n d  t h e  ( h ,  5 0 7  n m )  P E D D s  r e s p e c t i v e l y .  T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e  P E D D  
c a n  b e  f a b r i c a t e d  r e p r o d u c i b l y ,  p r o v i d i n g  a  r e l i a b l e  r e s p o n s e  o v e r  a  l o n g  p e r i o d  o f  
t i m e  ( 3  m o n t h s ) .  T h i s  i s  o f  u t m o s t  i m p o r t a n c e  i f  t h e  P E D D  i s  a  v i a b l e  d e t e c t o r  i n  f i e l d  
d e p l o y a b l e  s y s t e m s  a n d  s e n s o r  n e t w o r k s .  
5 . 3 . 2  
V a l i d a t i o n  o f  S i n g l e  W a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  c e l l  d e t e c t o r  
I n t r a I I n t e r - D a y  R e p r o d u c i b i l i t y  
R e p r o d u c i b i l i t y  i s  a n  i m p o r t a n t  c h a r a c t e r i s t i c  f o r  a  f i e l d  d e p l o y a b l e  d e v i c e .  T o  
d e m o n s t r a t e  t h e  i n t r a  a n d  i n t e r - d a y  r e p r o d u c i b i l i t y  w i t h i n  a n  i n d i v i d u a l  P E D D  f l o w  
c e l l  a  m i x t u r e  o f  0 . 2 5  p p m  m a n g a n e s e  (11) a n d  c o b a l t  ( 1 1 )  w a s  i n j e c t e d  o n  t h e  c o l u m n .  
T h e  s e p a r a t i o n  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  a  P E D D  ( h , ,  5 0 7  n m )  a n d  a  V W D  ( 5 0 0  n r n )  f o r  
c o m p a r i s o n .  T h e  s a m e  P E D D  w a s  u s e d  f o r  a l l  e x p e r i m e n t s  t o  d e t e r m i n e  t h e  
r e p r o d u c i b i l i t y  w i t h i n  a n  i n d i v i d u a l  P E D D .  
I n t r a - D a y  R e p r o d u c i b i l i t y  
F i g u r e  5 . 9  s h o w s  a n  o v e r l a y  o f  t h e  t e n  c h r o m a t o g r a m s  o b t a i n e d  u s i n g  ( A )  t h e  U V - v i s  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  d e t e c t o r  a n d  ( B )  t h e  ( h ,  5 0 7  n m )  P E D D .  A s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 9  
A  t h e  c h r o m a t o g r a m  a c h i e v e d  f r o m  t h e  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r  d e t e c t o r  
d e m o n s t r a t e s  g o o d  r e p r o d u c i b i l i t y  w i t h  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  1 . 5 %  a n d  
2 . 0 % ,  n  =  1 0  ( T a b l e  5 . 4 )  f o r  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  r e s p e c t i v e l y .  
- m r r  W  
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0 . 0  0 . 5  1  . O  1 . 5  2 . 0  2 . 5  3 . 0  
T i m e  ( m i n )  
0 . 2 5  p p m  M n - P A R  
&  
0 . 2 5  p p m  C o - P A R  
a  
3  
1  . O  1 . 5  
T i m e  ( m i n )  
F i g u r e  5 . 9  R e p r o d u c i b i l i t y  o f  ( A )  V W D  ( 5 0 0  n m )  a n d  ( B )  P E D D  (A,,,,, 5 0 7  n m )  
f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  ( n  =  1 0 )  
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  P E D D  a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e  5 . 9  B .  T h e  p e a k  h e i g h t  
( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e ,  p s )  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  r e t e n t i o n  t i m e  ( m i n u t e s ) .  A s  s h o w n  
i n  F i g u r e  5 . 9  B  t h e  p l o t  o b t a i n e d  f r o m  t h e  P E D D  m a t c h e s  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  t h e  
U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r  d e t e c t o r .  T h e  P E D D  d e m o n s t r a t e d  r e l a t i v e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n s  o f  1 . 6 %  a n d  0 . 9 % ,  n  =  1 0  ( T a b l e  5 . 4 )  f o r  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  
c o m p l e x e s  r e s p e c t i v e l y .  T h e  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o s  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  (A, 5 0 7  n m )  
P E D D  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n - P A R  a n d  C o - P A R  c o m p l e x e s  w e r e  c a .  1 . 8  
a n d  2 . 3  t i m e s  h i g h e r  t h a n  t h o s e  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  V W D .  
T a b l e  5 . 4  C o m p a r i s o n  d a t a  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  i n t r a - d a y  
r e p r o d u c i b i l i t y  w i t h i n  a n  i n d i v i d u a l  (A, ,  5 0 7  n m )  P E D D  a n d  a  V W D  ( 5 0 0  n m )  
( n  =  1 0 ) .  
P E D D  (A,, 5 0 7  n m )  
V W D  ( 5 0 0  n m )  
1 3 0 2 . 6  h  1 9 . 9  4 4 0 . 8  *  9 . 0  
R S D O / o  
B a s e l i n e  N o i s e  ( a )  
I  S I N  
I n t e r - d a y  R e p r o d u c i b i l i t y  
T o  i n v e s t i g a t e  t h e  i n t e r - d a y  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  a  P E D D  f l o w  c e l l ,  a  s i n g l e  ( I , , , ,  5 0 7  
n m )  P E D D  w a s  s e l e c t e d  a n d  a  1 0 0  p L  i n j e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  m a n g a n e s e  ( 1 1 )  a n d  
c o n b a l t  ( 1 1 )  w a s  m a d e  o n t o  t h e  c o l u m n  ( n  =  1 0 ) .  T h i s  w a s  r e p e a t e d  f o r  t h r e e  
c o n s e c u t i v e  d a y s  e m p l o y i n g  t h e  s a m e  P E D D  a n d  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s .  T h e  d a t a  
o b t a i n e d  f r o m  t h e  ( I , , , ,  5 0 7  n m )  P E D D  a n d  t h e  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r  d e t e c t o r s  
a r e  g i v e n  i n  T a b l e  5 . 5 .  T h e  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r  d e t e c t o r  a c h i e v e d  p e a k  h e i g h t  
r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  1 . 0 %  a n d  2 . 1 %  f o r  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  
c o m p l e x e s  ( n  =  3 )  r e s p e c t i v e l y .  
T a b l e  5 . 5  C o m p a r i s o n  d a t a  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  i n t e r - d a y  r e p r o d u c i b i l i t y  
w i t h i n  a n  i n d i v i d u a l  ( A m a x  5 0 7  n m )  P E D D  a n d  a  V W D  ( 5 0 0  n m )  ( n  =  1 0 )  f o r  3  
c o n s e c u t i v e  d a y s .  
M n - P A R  ( n  =  1 0 )  C o - P A R  ( n  =  1 0 )  M n - P A R  ( n  =  1 0 )  C o - P A R  ( n  =  1 0 )  
( A m a x  5 0 7  n m )  P E D D  P e a k  H e i g h t  ( p s )  ( 5 0 0  n m )  V W D  P e a k  H e i g h t  
1  8 6 8 . 0  *  2 . 6  3 6 6 . 3  *  2 . 9  9 4 9 7 . 8  *  2 . 9  4 3 5 . 3  k  1 . 5  
2  8 8 1 . 4  *  1 4 . 0  3 8 6 . 8  *  5 . 1  9 6 8 1 . 0  h  9 . 3  4 2 2 . 8  *  1 . 7  
3  8 5 5 . 7  *  1 2 . 2  3 8 1 . 5  *  6 . 1  9 5 5 3 . 6  *  1 0 . 8  4 1 7 . 5  *  1 . 7  
8 6 8 . 4  *  1 2 . 9  3 7 8 . 2  *  1 0 . 6  9 5 7 7 . 5  *  9 4 . 0  4 2 5 . 2  *  9 . 1  
,  R . S . D . %  1 . 5  2 . 8  1  .O 2 . 1  
T h e  p e a k  h e i g h t  ( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e ,  p s )  m e a s u r e d  u s i n g  t h e  ( I , ,  5 0 7  n m )  
P E D D  d e m o n s t r a t e d  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  1 . 5 %  a n d  2 . 8 %  f o r  0 . 2 5  p p m  M n  
a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  ( n  =  3 )  r e s p e c t i v e l y .  T o  f a c i l i t a t e  c o m p a r i s o n ,  t h e  p e a k  
h e i g h t s  m e a s u r e d  f o r  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  b o t h  t h e  P E D D  a n d  
t h e  V W D  w e r e  n o r m a l i z e d  t o  a  0 - 1  r a n g e  b y  d i v i d i n g  v a l u e s  b y  t h e  m a x i m u m  p e a k  
h e i g h t s  a c h i e v e d  ( F i g u r e  5 . 1 0 ) .  T h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  ( s h o w n  a s  e r r o r  b a r s  
i n  F i g u r e  5 . 1 0 )  c a l c u l a t e d  e m p l o y i n g  t h e  P E D D  a r e  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  a c h i e v e d  
f r o m  t h e  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  
P E D D  M n - P A R  
P E D D  C O - P A R  
V W D  M n P A R  
V W D  C O - P A R  
F i g u r e  5 . 1 0  P l o t  c o m p a r i n g  t h e  a v e r a g e  p e a k  h e i g h t s  m e a s u r e d  o v e r  3  d a y s  f o r  
0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  a  ( A r n ,  5 0 7  n m )  P E D D  a n d  a  V W D  
( 5 0 0  n m ) .  E a c h  b a r  r e p r e s e n t s  t h e  a v e r a g e  p e a k  h e i g h t  m e a s u r e d  f o r  t e n  
i n j e c t i o n s .  T h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  a r e  s h o w n  a s  e r r o r  b a r s  ( n  =  1 0 ) .  
C a l i b r a t i o n  u s i n g  t h e  S i n g l e  W a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  c e l l  
a n d  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r  
A  s t u d y  w a s  c a r r i e d  o u t  i n v o l v i n g  t h e  c a l i b r a t i o n  o f  a  c h a n g e  i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  
m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  P A R  c o m p l e x e s .  M i x t u r e s  o f  t h e  t w o  m e t a l s  w e r e  p a s s e d  
t h r o u g h  t h e  H P L C  s y s t e m  u s i n g  t h e  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  p r e v i o u s l y  d e t e r m i n e d  i n  
c h a p t e r  4  ( c a r r i e r  f l o w  r a t e  0 . 7  m L / m i n ,  P C R  f l o w  s e t t i n g  o f  0 . 3 8  m L / m i n ) .  E a c h  
i n j e c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e  ( n  =  3 ) .  T h e  c h r o m a t o g r a m s  o b t a i n e d  f i o m  b o t h  
d e t e c t o r s  w e r e  a c q u i r e d  s i m u l t a n e o u s l y .  
3 . 8 8  -  
3 . 8 4  -  
-  




0 . 0  0 . 4  0 . 8  1 . 2  1 . 6  
C a n c c n h n t i a n  l a a m l  /  
M n :  y  =  0 . 2 7 3 8 ~  +  3 . 6 9 9 7  
R 2  =  0 . 9 9 7 2  
C o :  y  =  0 . 1 3 1 6 ~  + 3 . 6 9 8 4  
R 2  =  0 . 9 9 9 1  
3 . 6 8  !  t  I  
0  0 . 2  0 . 4  0 . 6  0 . 8  1  
C o n c e n t r a t i o n  ( p p r n )  
F i g u r e  5 . 1 1  L o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( 1 ,  p s )  o b t a i n e d  u s i n g  a  P E D D  v e r s u s  M n  
( 1 1 )  a n d  C o  (11) P A R  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  ( p p r n ) .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  
o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  
F i g u r e  5 . 1 1  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s i n g l e  ( L ,  5 0 7  n m )  P E D D  f l o w  c e l l .  
T h e  l o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s ,  t  ( p s )  f o r  m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  P A R  c o m p l e x e s  w e r e  
p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  m e t a l  c o n c e n t r a t i o n  ( p p r n )  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  m o d e l  ( E q u a t i o n  
2 . 4 ) .  A  d y n a m i c  r a n g e  ( s h o w n  i n  i n s e t  F i g u r e  5 . 1  1 )  f r o m  1  p p b  t o  2  p p r n  f o r  M n - P A R  
a n d  7 . 5  p p b  t o  2  p p r n  f o r  C o - P A R  w e r e  a c h i e v e d .  L i n e a r  r a n g e s  o f  5  p p b  t o  0 . 5  p p r n  
f o r  M n - P A R  ( R 2  =  9 9 7 2 )  a n d  7 . 5  p p b  t o  1  p p r n  f o r  C o - P A R  ( R 2  =  9 9 9 1 )  w e r e  
o b t a i n e d  ( T a b l e  5 . 6 ) .  A s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1  1  t h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  
m e a s u r e m e n t s  m a d e  w i t h  t h e  P E D D  ( n  =  3 ,  s h o w n  a s  e r r o r  b a r s )  a r e  v e r y  l o w  ( <  
0 . 0 9 % ) .  
A  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  1  p p b  M n - P A R  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  s i n g l e  ( L a x  5 0 7  n r n )  
P E D D  f l o w  c e l l .  A  p e a k  h e i g h t  ( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e ,  p s )  o f  2 3 . 6  p s  h  2 . 5  p s  ( n  =  
3 )  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  1  p p b  M n - P A R .  T h r e e  t i m e s  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  
b a s e l i n e  ( 3 0 )  w a s  c a l c u l a t e d  a s  1 7 . 4  p s .  A  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  7 . 5  p p b  C o - P A R  w a s  
m e a s u r e d  u s i n g  t h e  s i n g l e  ( L a x  5 0 7  n m )  P E D D  f l o w  c e l l .  A  p e a k  h e i g h t  ( c h a n g e  i n  
d i s c h a r g e  t i m e ,  p s )  o f  1 5 . 7  p s  *  0 . 3 2  p s  ( n  =  3 )  w a s  a c h i e v e d  f o r  7 . 5  p p b  C o - P A R  ( 3 0  
=  1 3 . 2  p s ) .  
C o n c a n h a H o n  ( p p r n )  
M n - P A R  
C o - P A R  
M n :  y = 4 7 5 1 5 x + 1 1 4 3 . 7  
R Z  =  0 . 9 9 7 3  
C o :  y  =  3 6 1  8 8 x  +  5 1  5 . 5  
R 2  =  0 . 9 9 9 6  
0 . 2  0 . 4  0 . 6  0 . 8  
C o n c e n t r a t i o n  ( p p m )  
F i g u r e  5 . 1 2  L i n e a r  c a l i b r a t i o n  p l o t  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  
d e t e c t o r  o f  p e a k  a r e a  v e r s u s  M n  ( 1 1 )  a n d  C o  ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  
T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  
d y n a m i c  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  
F i g u r e  5 . 1 2  s h o w s  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  ( 5 0 0  
n m ) .  T h e  p e a k  a r e a s  m e a s u r e d  f o r  m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  P A R  c o m p l e x e s  w e r e  
p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  m e t a l  c o n c e n t r a t i o n  ( p p r n ) .  A  d y n a m i c  r a n g e  ( s h o w n  i n  i n s e t  
F i g u r e  5 . 1 2 )  f r o m  7 . 5  p p b  t o  2  p p r n  f o r  M n - P A R  a n d  2 5  p p b  t o  2  p p r n  f o r  C o - P A R  
w e r e  a c h i e v e d .  L i n e a r  r a n g e s  o f  7 . 5  p p b  t o  0 . 5  p p r n  f o r  M n - P A R  ( R ~  =  9 9 7 3 )  a n d  2 5  
p p b  t o  1  p p r n  f o r  C o - P A R  ( R ~  =  9 9 9 6 )  w e r e  o b t a i n e d  ( T a b l e  5 . 6 ) .  A s  s h o w n  i n  F i g u r e  
5 . 1 2  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  c a .  6 %  w e r e  c a l c u l a t e d  ( n  =  3 ,  s h o w n  a s  e r r o r  
b a r s ) .  
A  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  o f  7 . 5  p p b  M n - P A R  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  V W D  ( 5 0 0  n m ) .  A  
p e a k  a r e a  o f  1 3 0 4 . 1  *  1 1 0 . 0  ( n  =  3 )  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  7 . 5  p p b  M n - P A R .  A  l i m i t  o f  
d e t e c t i o n  o f  2 5  p p b  C o - P A R  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  t h e  V W D .  A  p e a k  a r e a  o f  1 1 0 7 . 7  *  
7 0 . 7  ( n  =  3 )  w a s  a c h i e v e d  f o r  2 5  p p b  C o - P A R .  
T a b l e  5 . 6  A  c o m p a r a t i v e  s u m m a r y  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  b o t h  a  P E D D  (A,,, 5 0 7  n m )  a n d  a  
v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  ( V W D )  ( n  =  3). 
D y n a m i c  7 . 5  p p b  -  2  p p m  7 . 5  p p b  -  2  2 5  p p b  -  2  p p m  
R a n g e  P P m  
L i n e a r  5  p p b  -  0 . 5  p p m  7 . 5  p p b  -  0 . 5  p p m  7 . 5  p p b  -  1  2 5  p p b  -  1  p p m  
R a n g e  P P m  
I  
5 . 3 . 4  O p t i m i s a t i o n  o f  D u a l  W a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  c e l l  d e t e c t o r  
A p p l y i n g  a  m o v i n g  a v e r a g e  i s  a  c o m m o n  m e t h o d  e m p l o y e d  t o  r e d u c e  b a s e l i n e  n o i s e  
i n  c h r o m a t o g r a p h y .  A  m o v i n g  a v e r a g e  w a s  a p p l i e d  t o  a  c h r o m a t o g r a m  o b t a i n e d  f r o m  
a  s i n g l e  ( h ,  5 0 7  n m )  P E D D  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 0 1  p p r n  M n  a n d  C o  P a r  c o m p l e x ,  
i n  a n  a t t e m p t  t o  r e d u c e  t h e  b a s e l i n e  n o i s e .  A  4  p t - M A  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  d a t a  s e t .  
W h i l e  t h i s  i m p r o v e d  t h e  p l o t  m a r g i n a l l y ,  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  w a s  s t i l l  t o o  h i g h .  
I n c r e a s i n g  t h e  m o v i n g  a v e r a g e  a m o u n t  b y  a  f a c t o r  o f  o n e  r e s u l t e d  i n  a  l i n e a r  d e c r e a s e  
i n  b a s e l i n e  n o i s e  a n d  p e a k  h e i g h t  ( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e ,  p s )  u p  t o  a  m a x i m u m  o f  
8  p t - M A .  B e y o n d  t h i s  p o i n t  t h e  b a s e l i n e  n o i s e  a n d  p e a k  h e i g h t  c e a s e d  t o  d e c r e a s e  
l i n e a r l y  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1 3  ( A )  0 . 0 1  p p r n  M n - P A R  a n d  ( B )  0 . 0 1  p p r n  C o - P A R .  
l o s s  i n  p e a k  
h e i g h t  
F i g u r e  5 . 1 3  P l o t  s h o w i n g  t h e  e f f e c t  o f  a p p l y i n g  a  m o v i n g  a v e r a g e  ( p t - M A )  t o  t h e  
r e s p o n s e  a c h i e v e d  f o r  0 . 0 1  p p m  ( A )  M n - P A R  a n d  ( B )  C o - P A R .  
F i g u r e  5 . 1 3  ( A )  a n d  ( B )  s h o w  a  3 5 %  a n d  5 7 %  l o s s  i n  p e a k  h e i g h t  c a l c u l a t e d  f o r  0 . 0 1  
p p m  M n - P A R  a n d  C o - P A R  r e s p e c t i v e l y  w i t h  a n  8  p t - M A .  W h i l e  a p p l y i n g  a  m o v i n g  
a v e r a g e  r e s u l t e d  i n  a  l o s s  i n  p e a k  h e i g h t ,  a  l i n e a r  i n c r e a s e  i n  t h e  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  
w a s  a c h i e v e d  u p  t o  a  l i m i t  o f  8  p t - M A .  U s i n g  a n  8  p t - M A  r e s u l t e d  i n  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  c a l c u l a t e d  f r o m  3 . 3  t o  6 . 5  a n d  2 . 5  t o  3 . 3  f o r  0 . 0 1  p p m  M n  a n d  
C o  P A R  c o m p l e x e s  r e s p e c t i v e l y .  A p p l y i n g  a  m o v i n g  a v e r a g e  o f  g r e a t e r  t h a n  8  d a t a  
p o i n t s  n o  l o n g e r  r e s u l t e d  i n  a  l i n e a r  i n c r e a s e  i n  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o .  
W a v e l e n g t h  
W a v e l e n g t h  ( n r n )  
F i g u r e  5 . 1 4  D e t e r m i n a t i o n  o f  i s o s b e s t i c  p o i n t s  f r o m  a b s o r b a n c e  s p e c t r a  o f  a  
r a n g e  o f  c o n c e n t r a t i o n s  ( p M )  o f  C o - P A R  c o m p l e x  ( n  =  3 )  
T h e  i s o s b e s t i c  p o i n t  w a s  d e t e r m i n e d  b y  o b t a i n i n g  t h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r a  o f  i n c r e a s i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  c o b a l t ,  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1 4 .  T h e  i d e a l  i s o s b e s t i c  p o i n t  t o  
m o n i t o r  a t  w a s  d e t e r m i n e d  a s  4 5 0  n m ,  h o w e v e r  a s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 6  c o m m e r c i a l l y  
a v a i l a b l e  L E D s  i n  t h i s  r e g i o n  t y p i c a l l y  h a v e  a n  e m i s s i o n  s p e c t r u m  p o s s e s s i n g  a  b a n d  
w i d t h  a t  h a l f  h e i g h t  o f  a p p r o x i m a t e l y  9 0  n m .  A l t e r n a t i v e l y  a n  L E D  w i t h  a  I , ,  o f  6 2 7  
n m  w a s  i n v e s t i g a t e d  a s  t h e  w a v e l e n g t h  t o  m o n i t o r  t h e  b a s e l i n e  n o i s e .  T h i s  w a v e l e n g t h  
w a s  s e l e c t e d  a s  i t  h a d  a n  e m i s s i o n  s p e c t r u m  w h i c h  o v e r l a p p e d  w i t h  a  r e g i o n  i n  t h e  
a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  w h e r e  r e l a t i v e l y  l i t t l e  a b s o r p t i o n  w a s  o c c u r r i n g .  V a r i o u s  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  w e r e  i n j e c t i o n  o n  t h e  c o l u m n  a n d  m o n i t o r e d  
u s i n g  t h e  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  ( A n a l y t e  S i g n a l :  I , ,  5 0 7  n m  a n d  R e f e r e n c e  S i g n a l :  
h a ,  6 2 7  n m ) .  E a c h  c o n c e n t r a t i o n  w a s  i n j e c t e d  3  t i m e s .  
D u a l  P E D D  ( A n a l y t e  S i g n a l :  A, 5 0 7  n m  a n d  R e f e r e n c e  S i g n a l :  L , , , , ,  6 2 7  
n m )  
- 9 0  u M  M n - P A R  
- 5 0 7  n m  L E D  
- 6 2 7  n m  L E D  
a  
3 5 0  4 0 0  4 5 0  5 0 0  5 5 0  6 0 0  6 5 0  7 0 0  
W a v e l e n g t h  ( n m )  
F i g u r e  5 . 1 5  E m i s s i o n  s p e c t r a  ( A , , ,  6 2 7  n m  ( b l u e  l i n e )  a n d  A, 5 0 7  n m  ( r e d  l i n e ) )  
o f  t h e  e m i t t e r  L E D s  u s e d  i n  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  a n d  t h e  
a b s o r p t i o n  s p e c t r a  ( A m a x  5 0 0  n m )  o f  9 0  p M  M n - P A R  ( n a v y  l i n e )  a n d  ( A , , ,  4 2 0  
n m )  P A R  ( p i n k  l i n e ) .  
F i g u r e  5 . 1 5  s h o w s  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  9 0  p M  M n - P A R  a n d  P A R ,  a n d  t h e  
e m i s s i o n  s p e c t r a  o f  t h e  g r e e n  L E D  (A, 5 0 7  n m )  w h i c h  w i l l  m o n i t o r  t h e  a n a l y t e s  a n d  
t h e  r e d  L E D  ( I , , , - , ,  6 2 7  n r n )  w h i c h  w i l l  m o n i t o r  t h e  b a s e l i n e  n o i s e .  T h e  e m i s s i o n  
s p e c t r a  o f  t h e  L E D s  w e r e  o b t a i n e d  u s i n g  a n  O c e a n  O p t i c  s p e c t r o m e t e r  ( O O I B a s e  
3 2 T M ,  O c e a n  O p t i c s .  I n c . ,  D u n e d i n ,  U S A ) .  T h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r a  o f  m a n g a n e s e  ( 1 1 )  
P A R  c o m p l e x  a n d  P A R  w e r e  a c q u i r e d  u s i n g  t h e  p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  ( B i o  -  
T e k  I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A ) .  
T h e  t w o  P E D D s  w e r e  d r i v e n  f r o m  t h e  s a m e  c i r c u i t  b o a r d  w i t h  a  d a t a  o u t p u t  r a t e  o f  1 6  
d a t a  p o i n t s  p e r  s e c o n d .  T h e  d a t a  m a n i p u l a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  p o s t  r u n .  O n  a c q u i r i n g  
t h e  d a t a  f r o m  t h e  (A, 6 2 7  n m )  P E D D  w h i c h  w a s  m o n i t o r i n g  t h e  b a s e l i n e  o n l y ,  t h e  
a m p l i t u d e  o f  t h e  b a s e l i n e  n o i s e  w a s  n o r r n a l i s e d  a n d  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  ( I , , , - , ,  5 0 7  n m )  
P E D D  M n  a n d  C o  P a r  d a t a  s e t .  A  9  p t  m o v i n g  a v e r a g e  w a s  t h e n  a p p l i e d  t o  t h e  d a t a .  
T h e  e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d  t h r e e  t i m e s .  
0 . 7 5  p p r n  M n - P A R  
- 6 2 7  n r n  
- 5 0 7  n r n  
T i m e  ( r n i n )  
F i g u r e  5 . 1 6  C o m p a r i s o n  d a t a  a c q u i r e d  f r o m  t h e  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  ( A m a x  
6 2 7  n m  ( n a v y  l i n e )  a n d  5 0 7  n m  ( r e d  l i n e ) )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 7 5  p p m  M n  a n d  
C o  P A R  c o m p l e x e s  ( n  =  3 ) .  
A s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1 6  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 7 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  
t h e  (A, 6 2 7  n m )  P E D D  w h i c h  i s  i n t e n d e d  t o  m o n i t o r  t h e  b a s e l i n e  n o i s e  o n l y  i s  
d e t e c t i n g  t h e  t r a n s i t i o n  m e t a l  P A R  c o m p l e x e s .  
F i g u r e  5 . 1 7  s h o w s  a  c o m p a r i s o n  o f  t h e  S / N  d a t a  a c h i e v e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 7 5  
p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  t h e  s i n g l e  a n d  d u a l  w a v e l e n g t h  m o n i t o r i n g  
p r o c e d u r e .  T h e  b a r s  s h o w n  i n  b l u e  w e r e  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  d a t a  c o l l e c t e d  w i t h  t h e  
s i n g l e  w a v e l e n g t h  P E D D  (A, 5 0 7  n m )  a n d  t h e  b a r s  s h o w n  i n  p u r p l e  w e r e  c a l c u l a t e d  
f r o m  t h e  d a t a  o b t a i n e d  b y  s u b t r a c t i n g  t h e  b a s e l i n e  m o n i t o r e d  u s i n g  t h e  (A, 6 2 7  n m )  
P E D D  f r o m  t h e  d a t a  c a p t u r e d  w i t h  t h e  ( L a x  5 0 7  n m )  P E D D .  
a l  P E D D ,  4 7 0  
4 8 0 .  
m -  
S I N  
Z D P .  
1 0 0 .  
I  
S i n g l e  P E D D ,  1 1 @  
D u a l  P E D D .  2 4 8  
04-- -  
M n P A R  -  C o - P A R  
M e t a l  C o m p l e x e s  
F i g u r e  5 . 1 7  C o m p a r i s o n  o f  S I N  d a t a  a c q u i r e d  f r o m  t h e  s i n g l e  w a v e l e n g t h  P E D D  
(A, 5 0 7  n m )  ( b l u e  b a r )  a n d  t h e  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  ( I , , ,  5 0 7  n m  -  6 2 7  n m )  
( p u r p l e  b a r )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 7 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  ( n  =  3 ) .  
T h e  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o s  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 7 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  
c o m p l e x e s  u s i n g  t h e  d u a l  P E D D  ( L a x  5 0 7  n r n -  &, 6 2 7  n m )  w a s  c a .  4  t i m e s  t h e  
s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o s  c a l c u l a t e d  f o r  b o t h  0 . 7 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  
t h e  s i n g l e  w a v e l e n g t h  ( I , ,  5 0 7  n m )  P E D D .  T h i s  d e m o n s t r a t e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
0 . 7 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  a p p r o x i m a t e l y  a  3 9 5 %  a n d  3 7 0 %  i n c r e a s e  i n  
t h e  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o s  c a l c u l a t e d  r e s p e c t i v e l y ,  u s i n g  t h e  d u a l  w a v e l e n g t h  p r o c e d u r e  
i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o s  c a l c u l a t e d  w i t h o u t  t h e  d u a l  w a v e l e n g t h  
m o n i t o r i n g  p r o c e d u r e .  
A s  o u t l i n e d  i n  T a b l e  5 . 7  t h e  a v e r a g e  p e a k  h e i g h t  c a l c u l a t e d  u s i n g  s i n g l e  w a v e l e n g t h  
P E D D  ( I m m  5 0 7  n m )  w a s  2 2 2 1  p s  f o r  M n - P A R  a n d  1 2 3 8  p s  f o r  C o - P A R .  T h e  p e a k  
h e i g h t  c a l c u l a t e d  u s i n g  j u s t  t h e  d u a l  w a v e l e n g t h  (&, 5 0 7  n r n  -  6 2 7  n m )  P E D D  w a s  
2 2 5 4  p s  f o r  M n - P A R  a n d  1  1 9  1  p s  f o r  C o - P A R .  
T a b l e  5 . 7  C o m p a r a t i v e  d a t a  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 7 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  
c o m p l e x e s  w i t h  ( A )  a  s i n g l e  ( A m a x  5 0 7  n m )  P E D D  a n d  ( B )  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  
(3L.max 5 0 7  n m  -  A m a x  6 2 7  n m )  ( n  =  3 ) .  
T o  d e m o n s t r a t e  t h e  d u a l  w a v e l e n g t h  m o n i t o r i n g  m e t h o d  a t  a  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  a  1 0  
p p b  m i x t u r e  o f  M n  a n d  C o  w a s  s e l e c t e d .  T h e  d u a l  P E D D  ( L m  5 0 7  n m  a n d  L ,  6 2 7  
n m )  d e t e c t o r  w a s  u s e d  f o r  t h e  e x p e r i m e n t .  T h e  1 0 0  p L  i n j e c t i o n  o f  t h e  s a m p l e  w a s  
c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e .  F i g u r e  5 . 1 8  s h o w s  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s i n g l e  ( h ,  5 0 7  
n r n )  P E D D  w i t h  n o  m o v i n g  a v e r a g e .  
1 0  p p b  M n - P A R  
1 0  p p b  C O - P A R  
3 3 2 0  r  1  m  m  1  
0 . 0  0 . 5  1  . O  1  - 5  2 . 0  2 . 5  3 . 0  
T i m e  ( m i n )  
F i g u r e  5 . 1 8  P l o t  o f  d i s c h a r g e  t i m e  ( p )  v e r s u s  r e t e n t i o n  t i m e  ( m i n u t e s )  o b t a i n e d  
f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  1 0  p p b  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  a  s i n g l e  w a v e l e n g t h  
(A, 5 0 7  n m )  P E D D .  N o  m o v i n g  a v e r a g e  h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  d a t a .  
I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  t h e  p l o t  i n  F i g u r e  5 . 1  8  a p p e a r s  e x c e s s i v e l y  n o i s y  d u e  t o  t h e  
p r o g r a m m e  e m p l o y e d  o n  t h e  P I C  f o r  t h i s  w o r k .  T h e  d a t a  o u t p u t  r a t e  w a s  i n c r e a s e d  b y  
r e m o v i n g  t h e  a v e r a g i n g  n o r m a l l y  c a r r i e d  o u t  b y  t h e  P I C .  T h i s  d o e s  n o t  a f f e c t  t h e  d a t a  
a s  t h e  a v e r a g i n g  c a n  b e  p e r f o r m e d  p o s t  r u n .  O n  a p p l y i n g  a  9  p t - M A  t o  t h e  d a t a  
a c q u i r e d  u s i n g  t h e  s i n g l e  (A, , 5 0 7  n m )  P E D D  a n  a v e r a g e  p e a k  h e i g h t  o f  3 1 . 5  p s  *  
5 . 1  p s  a n d  1 3 . 8  p s  *  2 . 6  p s  w a s  c a l c u l a t e d  f o r  1 0  p p b  M n - P A R  a n d  C o - P A R  
r e s p e c t i v e l y  ( T a b l e  5 . 8 ) .  T h e  a v e r a g e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  b a s e l i n e  c a l c u l a t e d  
w a s  4 . 5  p s  ( n  =  3 ) .  A  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  o f  6 . 9  a n d  3 . 0  w a s  a c h i e v e d  f o r  M n  a n d  C o  
P A R  c o m p l e x e s  r e s p e c t i v e l y .  
2 0 3 0  i  
1 0  p p b  M n - P A R  
.  
0 . 0  0 . 5  1  . O  1 . 5  2 . 0  2 . 5  
T i m e  ( m i n )  
F i g u r e  5 . 1 9  P l o t  o f  d i s c h a r g e  t i m e  ( p s )  v e r s u s  r e t e n t i o n  t i m e  ( m i n u t e s )  o b t a i n e d  
f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  1 0  p p b  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  d u a l  w a v e l e n g t h  
m o n i t o r i n g  p r o c e d u r e .  A  P E D D  ( A , , ,  5 0 7  n m )  w a s  e m p l o y e d  t o  d e t e c t  t h e  
a n a l y t e s  a n d  a  P E D D  ( A , , , , ,  6 2 7  n m )  t o  m o n i t o r  t h e  b a s e l i n e  ( n  =  3 ) .  
F i g u r e  5 . 1 9  s h o w s  t h e  a v e r a g e  ( n  =  3 )  p l o t  m e a s u r e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  1 0  p p b  M n  
a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  t h e  d u a l  (A,, 5 0 7  n m  -  A,, 6 2 7  n m )  P E D D .  T h e  
a v e r a g e  p e a k  h e i g h t  ( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e ,  p s )  c a l c u l a t e d  f o r  b o t h  t h e  M n  a n d  C o  
P A R  c o m p l e x e s  w e r e  3 0 . 4  p s  *  1 . 6  p s  a n d  1 5 . 0  p s  h  1 . 5  p s .  T h e  a v e r a g e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n  o f  t h e  b a s e l i n e  c a l c u l a t e d  w a s  3 . 8  p s  ( n  =  3 ) .  A  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  o f  8  a n d  
4  w e r e  a c h i e v e d  f o r  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  r e s p e c t i v e l y .  T h i s  s h o w e d  a n  
i n c r e a s e  o f  1 7 %  i n  t h e  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  M n - P A R  
a n d  a  3 3 %  i n c r e a s e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  C o - P A R  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  d a t a  c a l c u l a t i n g  
u s i n g  t h e  s i n g l e  P E D D  ( h ,  5 0 7  n m )  a s  o u t l i n e d  i n  T a b l e  5 . 8 .  
T a b l e  5 . 8  C o m p a r a t i v e  d a t a  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  1 0  p p b  M n  a n d  C o  P A R  
c o m p l e x e s  w i t h  ( A )  a  s i n g l e  P E D D  ( A , , , , ,  5 0 7  n m )  a n d  ( B )  d u a l  P E D D  ( A , , ,  o f  5 0 7  
n m  -  6 2 7  n m )  ( n  =  3 ) .  
5 . 4  C o n c l u s i o n s  
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  i n t e g r a t e d  s i n g l e  a n d  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  f l o w  c e l l  
h a v e  d e m o n s t r a t e d  i m p r o v e d  s e n s i t i v i t y  t h a n  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  i n  c h a p t e r  4  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  t r a n s i t i o n  m e t a l s  m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  c o u p l e d  w i t h  t h e  p o s t - c o l u m n  
r e a g e n t  P A R .  T h i s  w a s  a c h i e v e d  t h r o u g h  t w o  a p p r o a c h e s .  F i r s t l y  b y  o p t i m i s i n g  t h e  
w a v e l e n g t h  i n  w h i c h  t o  m o n i t o r  t h e  t r a n s i t i o n  m e t a l  P A R  c o m p l e x e s  a n d  s e c o n d l y  b y  
e m p l o y i n g  a  d u a l  w a v e l e n g t h  m o n i t o r i n g  p r o c e d u r e .  
I t  w a s  d e t e r m i n e d  t h a t  m o n i t o r i n g  t h e  a n a l y t e s  w i t h  a  s i n g l e  w a v e l e n g t h  ( L a x  5 0 7  
n m )  P E D D  r e s u l t e d  i n  a n  i n c r e a s e  i n  r e s p o n s e  i . e .  p e a k  h e i g h t  ( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  
t i m e ,  p s )  c a .  2  t i m e s  t h a t  o f  t h e  p e a k  h e i g h t  m e a s u r e d  u s i n g  a  s i n g l e  w a v e l e n g t h  (A,,-,, 
5 0 0  n m )  P E D D .  T h e  f a b r i c a t i o n  p r o c e s s  o f  t h e  P E D D  w a s  v a l i d a t e d  b y  p r e p a r i n g  4  
P E D D s  o f  e a c h  w a v e l e n g t h  ( L a ,  5 0 0  n m  a n d  5 0 7  n m )  a n d  m e a s u r i n g  t h e  
r e p r o d u c i b i l i t y  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s .  S t a n d a r d  
d e v i a t i o n s  o f  4 . 8 %  ( M n - P A R )  a n d  2 . 7 %  ( C o - P A R )  w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  I , , ,  5 0 0  
n m  P E D D  a n d  2 . 8 %  ( M n - P A R )  a n d  3 . 4 %  ( C o - P A R )  5 0 7  n m  P E D D  r e s p e c t i v e l y .  F o r  
c o m p a r a t i v e  s t u d i e s  t h e  0 . 2 5  p p m  m i x t u r e  o f  M n  a n d  C o  w a s  a l s o  m o n i t o r e d  u s i n g  t h e  
U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  5 0 0  n m .  T h i s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s o m e  
o f  t h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  m e a s u r e d  c a n  b e  a c c o u n t e d  t o  d e v i a t i o n s  i n  t h e  
c h r o m a t o g r a p h y  i t s e l f .  R e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  3 . 7 %  a n d  6 . 1  %  w e r e  c a l c u l a t e d  
f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  r e s p e c t i v e l y  u s i n g  t h e  U V -  
v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  
I n t r a  a n d  i n t e r - d a y  r e p r o d u c i b i l i t y  w i t h i n  a n  i n d i v i d u a l  s i n g l e  w a v e l e n g t h  (h,, 5 0 7  
n m )  P E D D  w a s  i n v e s t i g a t e d .  T h e  i n t r a - d a y  r e p r o d u c i b i l i t y  w a s  d e t e r m i n e d  t o  h a v e  a  
r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  1 . 6 %  a n d  0 . 9 %  f o r  0 . 2 5  p p m  m i x t u r e  o f  M n  a n d  C o  
P A R  r e s p e c t i v e l y .  T h e  r e s u l t s  a c q u i r e d  f r o m  t h e  s i n g l e  w a v e l e n g t h  ( h ,  5 0 7  n m )  
P E D D  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  t h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  1 . 5 %  a n d  2 . 0 %  
c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  V W D  f o r  0 . 2 5  p p m  m i x t u r e  o f  M n  a n d  C o  P A R  r e s p e c t i v e l y .  T h e  
s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o s  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  s i n g l e  w a v e l e n g t h  ( L ,  5 0 7  n m )  P E D D  w e r e  
c a .  2  t i m e s  t h o s e  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  V W D .  
T h e  i n t e r - d a y  r e p r o d u c i b i l i t y  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  s i n g l e  w a v e l e n g t h  ( L a ,  5 0 7  n m )  
P E D D  o b t a i n e d  a  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  1 . 5 %  a n d  2 . 8 %  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
0 . 2 5  p p m  m i x t u r e  o f  M n  a n d  C o  P A R  r e s p e c t i v e l y .  
T h e  P E D D  f l o w  c e l l  c a n  d e t e c t  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  l e v e l s  o f  M n  a n d  C o  P A R  
c o m p l e x e s  t h a n  t h a t  o f  a n  e x p e n s i v e ,  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  b e n c h  t o p  i n s t r u m e n t .  
T h e  s i n g l e  w a v e l e n g t h  (A, ,  5 0 7  n m )  P E D D  o b t a i n e d  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  ( L O D )  o f  1  
p p b  M n - P A R  a n d  7 . 5  p p b  C o - P A R .  T h e  L O D  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  U V - v i s  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  d e t e c t i o n  w a s  7 . 5  p p b  M n - P A R  a n d  2 5  p p b  C o - P A R .  
T h e  e m p l o y m e n t  o f  a  d u a l  w a v e l e n g t h  m o n i t o r i n g  p r o c e d u r e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  
t r a n s i t i o n  m e t a l  P A R  c o m p l e x e s  w a s  c a r r i e d  o u t .  U s i n g  t h e  d u a l  ( L ,  5 0 7  n m  -  L ,  
6 2 7  n m )  P E D D  a c h i e v e d  a  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  o f  8  a n d  4  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  1 0  p p b  
M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s .  T h i s  d e m o n s t r a t e d  a  1 7 %  a n d  3 3 %  i n c r e a s e  i n  t h e  s i g n a l  
t o  n o i s e  r a t i o s  m e a s u r e d  u s i n g  a  s i n g l e  w a v e l e n g t h  ( L a x  5 0 7  n m )  P E D D  f o r  1 0  p p b  
M n  a n d  C o  P A R  r e s p e c t i v e l y .  W h i l e  t h e  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  ( L a x  5 0 7  n m  -  6 2 7  
n m )  i n c r e a s e d  t h e  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  t h e  L E D  s e l e c t e d  a s  t h e  r e f e r e n c e  w a v e l e n g t h  
( I m a x  6 2 7  n m )  i s  n o t  t h e  o p t i m u m  w a v e l e n g t h  t o  p e r f o r m  d u a l  w a v e l e n g t h  m o n i t o r i n g .  
A s  s h o w n  i n  F i g u r e  5 . 1 6  t h e  r e f e r e n c e  P E D D  ( L ,  6 2 7  n m )  w h i c h  s h o u l d  o n l y  
m o n i t o r  t h e  b a s e l i n e  n o i s e  c a n  d e t e c t  t h e  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  a n d  t h e r e f o r e  o n  
s u b t r a c t i o n  f r o m  t h e  d a t a  c o l l e c t e d  u s i n g  a n a l y t e  m o n i t o r i n g  P E D D  ( I , ,  5 0 7  n m )  a  
l o s s  i n  p e a k  h e i g h t  o c c u r s .  F u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  w i t h  r e g a r d  t o  t h e  o p t i m u m  L E D  t o  
e m p l o y  a s  t h e  r e f e r e n c e  w a v e l e n g t h  w i l l  b e  c a r r i e d  o u t .  A n  L E D  w h i c h  c o u l d  m o n i t o r  
a t  t h e  s e c o n d  i s o s b e s t i c  p o i n t  3 4 0  n m  o r  p o s s i b l y  a n  L E D  m o n i t o r i n g  a t  a n  e v e n  
l o n g e r  w a v e l e n g t h  ( >  6 2 7  n m )  w i l l  b e  i n v e s t i g a t e d .  T h e  r e s u l t s  p r e s e n t e d  w i t h i n  i n  
t h i s  w o r k  h o w e v e r ,  s h o w  h u g e  p o t e n t i a l  f o r  t h e  u s e  o f  a  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  f o r  
t h e  p u r p o s e  o f  i m p r o v i n g  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  b y  r e d u c i n g  b a s e l i n e  n o i s e  i n  p o s t  c o l u m n  
r e a c t i o n  s y s t e m s .  
T h i s  o p t i c a l  s e n s o r  h a s  t h e  p o t e n t i a l  f o r  v e r y  b r o a d  a n a l y t i c a l  a p p l i c a t i o n s ,  g i v e n  t h a t  
i t  o f f e r s  h i g h  s e n s i t i v i t y  a n d  p r e c i s i o n  w i t h  e x c e l l e n t  s i g n a l - t o - n o i s e  c h a r a c t e r i s t i c s .  
T h e  P E D D  f l o w  c e l l  i s  t h e r e f o r e  i d e a l  f o r  d e t e c t i o n  o f  m u l t i p l e  a n a l y t e s  w h e n  
o p e r a t e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e .  T h e  o p t i c a l  s e n s o r  c a n n o t  r e p l a c e  
t h e  U V - v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r ,  h o w e v e r  i t  o f f e r s  m a n y  a d v a n t a g e s  s u c h  a s  i t s  l o w  
c o s t ,  v e r s a t i l i t y ,  s i m p l i c i t y ,  e a s e  o f  u s e ,  l o w  p o w e r  c o n s u m i n g ,  s m a l l  i n  s i z e  a n d  c a n  
b e  e a s i l y  i n t e g r a t e d  i n t o  a  f i e l d  d e p l o y a b l e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  s y s t e m .  
C H A P T E R  6  
F U T U R E  W O R K  
6 .  O v e r v i e w  a n d  F u t u r e  W o r k  
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  s y s t e m  h a s  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h i s  s i m p l e  l o w  c o s t  d e v i c e  c a n  b e  u s e d  a s  a n  o p t i c a l  s e n s o r  f o r  
c o l o r i m e t r i c  f l o w  a n a l y s i s .  T h i s  o p t i c a l  s e n s o r  h a s  s h o w n  t h e  a b i l i t y  o f  d e t e c t i n g  l o w  
c o n c e n t r a t i o n s  l e v e l s  ( n a n o m o l a r ) .  
A  h i g h l y  s e n s i t i v e  o p t i c a l  s e n s o r  w a s  d e v e l o p e d  b a s e d  o n  a  n o v e l  c o n c e p t  o f  
e m p l o y i n g  a n  L E D  a s  b o t h  t h e  l i g h t  s o u r c e  a n d  d e t e c t o r  i n  c h e m i c a l  f l o w  a n a l y s i s .  A  
c o m p r e h e n s i v e  r e v i e w  w a s  p r o v i d e d  i n  C h a p t e r  1  o f  t h e  b a c k g r o u n d  t o  t h e  w o r k  
p e r f o r m e d  i n  t h e  t h e s i s .  A r e a s  t h a t  w e r e  c o v e r e d  i n c l u d e d  t h e  f u n d a m e n t a l s  o f  
m o l e c u l a r  a b s o r p t i o n ,  U V - v i s  s p e c t r o s c o p y  a n d  L E D s .  V a r i o u s  a p p l i c a t i o n s  o f  L E D  
b a s e d  o p t i c a l  s e n s o r s  w e r e  d i s c u s s e d ,  w i t h  a n  e m p h a s i s  o n  t h e  t y p i c a l  d e t e c t o r s  
e m p l o y e d  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  L E D  l i g h t  s o u r c e s  i n  o p t i c a l  s e n s o r s .  L E D s  a r e  
e x t r e m e l y  v e r s a t i l e  a n d  c a n  b e  c o n f i g u r e d  i n  a  v a r i e t y  o f  w a y s  w h i c h  w e r e  d i s c u s s e d  
i n  C h a p t e r  1 .  T h e  o v e r a l l  a i m  o f  t h i s  c h a p t e r  w a s  t o  i n t r o d u c e  t h e  r e a d e r  t o  t h e  
c o n c e p t  o f  L E D  b a s e d  o p t i c a l  s e n s o r s  i n  c h e m i c a l  a n a l y s i s .  
C h a p t e r  2  d e t a i l e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  n o v e l  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  s y s t e m .  
T h e  e m i t t e r  L E D  i s  f o r w a r d  b i a s e d  w h i l e  t h e  d e t e c t o r  L E D  i s  r e v e r s e  b i a s e d .  I n s t e a d  
o f  m e a s u r i n g  t h e  p h o t o c u r r e n t  d i r e c t l y ,  a  s i m p l e  t i m e r  c i r c u i t  i s  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  
t i m e  t a k e n  f o r  t h e  p h o t o c u r r e n t  g e n e r a t e d  b y  t h e  e m i t t e r  L E D  t o  d i s c h a r g e  t h e  
d e t e c t o r  L E D  f r o m  5  V  ( l o g i c  1 )  t o  1 . 7  V  ( l o g i c  0 )  t o  g i v e  d i g i t a l  o u t p u t  d i r e c t l y  
w i t h o u t  u s i n g  a n  A I D  c o n v e r t e r .  T w o  P E D D s  w e r e  d e v e l o p e d  w h e r e b y  o n e  h a d  a  
s i n g l e  i n l e t  a n d  t h e  s e c o n d  h a d  a  d u a l  i n l e t  d e s i g n .  T h e  d u a l  i n l e t  h a s  a n  i n c r e a s e d  
p a t h  l e n g t h  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  s i n g l e  i n l e t  P E D D .  C a l i b r a t i o n  o f  t h e  P E D D s  u s i n g  
p H  i n d i c a t o r  d y e s  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a n d  a n i l i n e  b l u e  s h o w e d  t h e  o p t i c a l  d e v i c e s  h a v e  
a  l o w e r  L O D  ( a t  3 0 )  o f  0 . 5  p M  B C G  a t  p H  7  ( s i n g l e  i n l e t  P E D D )  a n d  0 . 2 5  p M  a n i l i n e  
b l u e  i n  0 . 1  M  H C 1  ( d u a l  i n l e t  P E D D )  i n  c o m p a r i s o n  t o  0 . 9  p M  B C G  a t  p H  7  a n d  0 . 5  
p M  a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  H C 1  a c h i e v e d  u s i n g  a  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  p Q u a n t T M  
p l a t e w e l l  r e a d e r  ( B i o  -  T e k  I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A .  T h e  d e v i c e  w a s  a l s o  s u c c e s s f u l l y  
e m p l o y e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  B C G  p K , .  A  l i n e a r  r a n g e  f r o m  0 . 9  -  2 5 0  p M  B C G  
a t  p H  7  ( R ~  0 . 9 9 8 )  w i t h  a  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  0 . 4 %  ( n  =  8 )  w a s  a c h i e v e d  
u s i n g  t h e  s i n g l e  i n l e t  P E D D  a n d  a  l i n e a r  r a n g e  o f  0 . 1 - 2 5  p M  a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  
H C 1  ( R ~  0 . 9 9 2 8 )  w i t h  a  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  0 . 5 %  ( n  =  3 )  w a s  o b t a i n e d  u s i n g  
t h e  d u a l  i n l e t  P E D D .  
T h e  r e p o r t e d  p K a  o f  B C G  i s  4 . 7 4  [ 7 7 ] .  T h e  p K a  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h e  P E D D  w a s  4 . 6 7 .  
O n  t h e  b a s i s  o f  t h e s e  r e s u l t s  t h e  P E D D  w a s  p r o p o s e d  a s  a  s e n s i t i v e  o p t i c a l  d e v i c e  f o r  
t h e  d e t e c t i o n  o f  o r t h o p h o s p h a t e .  
C h a p t e r  3  d e m o n s t r a t e d  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  P E D D  a s  a n  o p t i c a l  d e v i c e  i n  c h e m i c a l  
f l o w  a n a l y s i s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  o r t h o p h o s p h a t e .  C o n d i t i o n s  s u c h  a s  L E D  e m i t t e r  
l i g h t  i n t e n s i t y  w e r e  i n v e s t i g a t e d  a s  t h i s  h a d  p r o v e n  i n  c h a p t e r  2  t o  b e  a n  i m p o r t a n t  
f a c t o r  o n  a n a l y t e  r e s p o n s e .  U n d e r  o p t i m i s e d  c o n d i t i o n s  t h e  P E D D  d e t e c t o r  o f f e r e d  a  
l i n e a r  r a n g e  o f  0 . 0 2  -  2  p M  a n d  a n  L O D  o f  2  n M .  F o r  c o m p a r a t i v e  p u r p o s e s  a  s i m p l e ,  
l o w  c o s t  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  a n d  a  p Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  w e r e  
i n v e s t i g a t e d .  T h e  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  a c h i e v e d  a n  L O D  i n  t h e  m i c r o m o l a r  r a n g e  
( 2  p M ) .  T h e  P E D D  d e v i c e  e x h i b i t e d  s e n s i t i v i t y  i n  t h e  n a n o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e ,  
w h i c h  w a s  a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  t i m e s  l o w e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  
b e n c h  t o p  p l a t e w e l l  r e a d e r .  
C h a p t e r  4  i n v e s t i g a t e d  t h e  v i a b i l i t y  o f  t h e  P E D D  a s  a  s e n s i t i v e  d e t e c t o r  i n  H P L C .  T h e  
P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  w a s  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  t o  t h e  d e t e c t i o n  o f  t r a n s i t i o n  
m e t a l s  m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  c o u p l e d  w i t h  t h e  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  P A R .  T h e  P E D D  
f l o w  c e l l  c a n  d e t e c t  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  l e v e l s  o f  C o - P A R  t h a n  t h a t  o f  a n  e x p e n s i v e ,  
c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  b e n c h  t o p  i n s t r u m e n t .  A n  L O D  o f  9 0  n M  w a s  a c h i e v e d  f o r  
b o t h  M n  a n d  C o  P a r  c o m p l e x e s  e m p l o y i n g  a  (A, , , 5 0 0  n m )  P E D D .  A n  L O D  o f  9 0  nM 
a n d  0 . 7  p M  w a s  a c h i e v e d  f o r  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  r e s p e c t i v e l y  u s i n g  a  
v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r .  A  s i m p l e  P E D D  d e t e c t o r  c a n n o t  r e p l a c e  t h e  e x i s t i n g  
v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  b e c a u s e  o f  t h e  l i m i t e d  b a n d w i d t h  a  s i n g l e  L E D  c a n  
c o v e r ,  h o w e v e r ,  f o r  s p e c i f i c  a p p l i c a t i o n s  w h e r e  a n  a p p r o p r i a t e  o p e r a t i o n  w a v e l e n g t h  
c a n  b e  s e l e c t e d  f o r  t h e  a n a l y t e s  a  s i n g l e  P E D D  f l o w  d e t e c t o r  i s  i d e a l  a n d  p r e f e r a b l e  t o  
a  m o r e  c o m p l e x  m u l t i - s o u r c e  d e t e c t o r .  
C h a p t e r  5  t o o k  t h e  d e t e c t i o n  o f  t r a n s i t i o n  m e t a l s  m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  e m p l o y i n g  a  
P E D D  s e v e r a l  s t e p s  f o r w a r d  b y  i m p r o v i n g  t h e  c h a n g e  i n  r e s p o n s e  ( i . e .  p e a k  h e i g h t ) ,  
r e d u c i n g  t h e  b a c k g r o u n d  n o i s e ,  a n d  h e n c e  i m p r o v i n g  t h e  L O D .  I n  C h a p t e r  4  t h e  
P E D D  s e l e c t e d  t o  m o n i t o r  t h e  t r a n s i t i o n  m e t a l  c o m p l e x e s  h a d  a  &, a t  5 0 0  n m .  T h e  
o p t i m u m  w a v e l e n g t h  t o  m o n i t o r  t h e  a n a l y t e s  w a s  i n v e s t i g a t e d  a n d  f o u n d  t o  p r o v i d e  a n  
i m p r o v e d  c h a n g e  i n  r e s p o n s e  e m p l o y i n g  a  P E D D  w i t h  a  h, a t  5 0 7  n m  ( c a .  2  t i m e s  
t h a t  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  (&, a t  5 0 0  n m )  P E D D ) .  
T h e  f a b r i c a t i o n  p r o c e s s  o f  t h e  P E D D  w a s  v a l i d a t e d  b y  p r e p a r i n g  4  P E D D s  o f  e a c h  
w a v e l e n g t h  ( L ,  5 0 0  n m  a n d  5 0 7  n m )  a n d  m e a s u r i n g  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s .  S t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  4 . 8 %  ( M n -  
P A R )  a n d  2 . 7 %  ( C o - P A R )  w e r e  c a l c u l a t e d  f o r  t h e  &, 5 0 0  n m  P E D D  a n d  2 . 8 %  ( M n -  
P A R )  a n d  3 . 4 %  ( C o - P A R )  5 0 7  n r n  P E D D  r e s p e c t i v e l y .  F o r  c o m p a r a t i v e  s t u d i e s  t h e  
0 . 2 5  p p m  m i x t u r e  o f  M n  a n d  C o  w a s  a l s o  m o n i t o r e d  u s i n g  t h e  U V - v i s  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  a t  a  w a v e l e n g t h  o f  5 0 0  n m .  T h i s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s o m e  o f  t h e  
r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  m e a s u r e d  c a n  b e  a c c o u n t e d  t o  d e v i a t i o n s  i n  t h e  
c h r o m a t o g r a p h y  i t s e l f .  R e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  3 . 7 %  a n d  6 . 1  %  w e r e  c a l c u l a t e d  
f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  r e s p e c t i v e l y  u s i n g  t h e  U V -  
v i s  s p e c t r o p h o t o m e t e r .  
I n t r a  a n d  i n t e r - d a y  r e p r o d u c i b i l i t y  w i t h i n  a n  i n d i v i d u a l  s i n g l e  w a v e l e n g t h  ( L a x  5 0 7  
n m )  P E D D  w a s  i n v e s t i g a t e d .  G o o d  r e p r o d u c i b i l i t y  w a s  d e m o n s t r a t e d  u s i n g  t h e  P E D D  
a c h i e v i n g  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  1 . 6 %  a n d  0 . 9 %  ( I n t r a d a y )  a n d  1 . 5 %  a n d  
2 . 8 %  ( I n t e r d a y )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  r e s p e c t i v e l y .  T h e  
r e s u l t s  a c q u i r e d  f r o m  t h e  s i n g l e  w a v e l e n g t h  ( I , ,  5 0 7  n m )  P E D D  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  
t h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  1 . 5 %  a n d  2 . 0 %  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  V W D  f o r  0 . 2 5  
p p m  m i x t u r e  o f  M n  a n d  C o  P A R  r e s p e c t i v e l y .  
T h e  P E D D  f l o w  c e l l  c a n  d e t e c t  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  l e v e l s  o f  M n  a n d  C o  P A R  
c o m p l e x e s  t h a n  t h a t  o f  a n  e x p e n s i v e ,  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  b e n c h  t o p  i n s t r u m e n t .  
T h e  s i n g l e  w a v e l e n g t h  ( I m m  5 0 7  n m )  P E D D  o b t a i n e d  a  l i m i t  o f  d e t e c t i o n  ( L O D )  o f  1  
p p b  M n - P A R  a n d  7 . 5  p p b  C o - P A R .  T h e  L O D  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  U V - v i s  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  d e t e c t i o n  w a s  7 . 5  p p b  M n - P A R  a n d  2 5  p p b  C o - P A R .  
T h e  e m p l o y m e n t  o f  a  d u a l  w a v e l e n g t h  m o n i t o r i n g  p r o c e d u r e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  
t r a n s i t i o n  m e t a l  P A R  c o m p l e x e s  w a s  c a r r i e d  o u t .  U s i n g  t h e  d u a l  ( L a x  5 0 7  n r n  -  &, 
6 2 7  n m )  P E D D  a c h i e v e d  a  s i g n a l  t o  n o i s e  r a t i o  o f  8  a n d  4  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  1 0  p p b  
M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s .  T h i s  d e m o n s t r a t e d  a  1 7 %  a n d  3 3 %  i n c r e a s e  i n  t h e  s i g n a l  
t o  n o i s e  r a t i o s  m e a s u r e d  u s i n g  a  s i n g l e  w a v e l e n g t h  (A, , 5 0 7  n m )  P E D D  f o r  1 0  p p b  
M n  a n d  C o  P A R  r e s p e c t i v e l y .  
T h i s  n o v e l  i n t e g r a t e d  o p t i c a l  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  h a s  t h e  p o t e n t i a l  f o r  v e r y  b r o a d  
a n a l y t i c a l  a p p l i c a t i o n s ,  g i v e n  t h a t  i t  o f f e r s  h i g h  s e n s i t i v i t y  a n d  p r e c i s i o n  w i t h  
e x c e l l e n t  s i g n a l - t o - n o i s e  c h a r a c t e r i s t i c s .  T h e  o p t i c a l  s e n s o r  c a n n o t  r e p l a c e  t h e  U V - v i s  
s p e c t r o p h o t o m e t e r ,  h o w e v e r  i t  o f f e r s  m a n y  a d v a n t a g e s  s u c h  a s  i t ' s  l o w  c o s t ,  
v e r s a t i l i t y ,  s i m p l i c i t y ,  e a s e  o f  u s e ,  l o w  p o w e r  c o n s u m i n g ,  s m a l l  i n  s i z e ,  a n d  c a n  b e  
e a s i l y  i n t e g r a t e d  i n t o  a  f i e l d  d e p l o y a b l e  a u t o n o m o u s  s y s t e m s .  T h e  P E D D  h a s  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  a s  a  s e n s i t i v e  d e t e c t o r  i n  f l o w  a n a l y s i s  s y s t e m s  a n d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
m u l t i p l e  a n a l y t e s  w h e n  o p e r a t e d  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  a  s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e  i n  l i q u i d  
c h r o m a t o g r a p h y .  D u e  t o  t h e  b r o a d  p o s s i b i l i t i e s  o f  a n a l y t i c a l  a p p l i c a t i o n s  o f  t h e  
P E D D ,  a  n u m b e r  o f  a r e a s  c a n  b e  t a r g e t e d  f o r  f u t u r e  w o r k s  i n  t h i s  p r o j e c t .  
F u t u r e  w o r k  w i l l  i n c l u d e  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n  a n d  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  P E D D  a s  a  
p o s s i b l e  f i e l d  d e p l o y m e n t  s e n s o r  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  o r t h o p h o s p h a t e .  T h e  m e t h o d  
d i s c u s s e d  w i t h i n  t h e  w o r k  p r e s e n t e d  i n  c h a p t e r  3  a c h i e v e d  e x t r e m e l y  l o w  l i m i t s  o f  
d e t e c t i o n  w h e n  u s e d  i n  t h e  l a b  h o w e v e r ,  w o u l d  n o t  t r a n s l a t e  t o  a  f i e l d  d e p l o y a b l e  
s e n s o r  w i t h o u t  a d d r e s s i n g  i s s u e s  s u c h  a s  r e a g e n t  s t a b i l i t y ,  r e a c t i o n  t i m e  a n d  r e a g e n t  
s t o r a g e .  A  m o r e  c r i t i c a l  e v a l u a t i o n  o f  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  P E D D  u s i n g  e x i s t i n g  
m e t h o d s  w i l l  b e  c a r r i e d  o u t .  
T h e  u s e  o f  t h e  m o l y b d e n u m  b l u e  m e t h o d ,  w h i c h  i s  t h e  s t a n d a r d  m e t h o d  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  o r t h o p h o s p h a t e ,  w i l l  b e  i n v e s t i g a t e d  a s  t h i s  o f f e r s  s i m i l a r  s e n s i t i v i t y  
w i t h o u t  t h e  d r a w b a c k  o f  p o o r  r e a g e n t  s t a b i l i t y  a n d  r e a c t i o n  t i m e .  T h e  u s e  o f  t h e  d u a l  
i n l e t  f l o w  c e l l  w i l l  a l l o w  r e a g e n t  m i x i n g  w i t h i n  t h e  c h a n n e l .  T h i s  w i l l  e n a b l e  c h e m i c a l  
a n a l y s e s ,  w h i c h  r e q u i r e  m u l t i p l e  r e a g e n t s  s u c h  a s  t h o s e  r e q u i r e d  i n  t h e  m o l y b d e n u m  
b l u e  m e t h o d .  P r e l i m i n a r y  w o r k  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  d e t e c t i o n  o f  n i t r i t e  u s i n g  t h e  G r i e s s  
m e t h o d  [ I 1 8 1  i n  c o m b i n a t i o n  w i t h  t h e  P E D D ,  h a s  a l s o  a c h i e v e d  d e t e c t i o n  l i m i t s  i n  t h e  
n a n o m o l a r  r a n g e .  T h e  m a i n  f o c u s  o f  t h e  f u t u r e  w o r k  w i l l  b e  t o  b u i l d  a n  a u t o n o m o u s  
s y s t e m  w h i c h  w i l l  c o n s i s t  o f  m u l t i p l e  P E D D  s e n s o r s  a l l o w i n g  t h e  d e t e c t i o n  o f  a  
v a r i e t y  o f  w a t e r  p o l l u t a n t s .  L i m i t a t i o n s  s u c h  a s  p o w e r  s u p p l y  a n d  w i r e l e s s  
c o m m u n i c a t i o n  h a v e  a l r e a d y  b e e n  a d d r e s s e d  b y  w o r k  c a r r i e d  o u t  w i t h i n  t h e  A d a p t i v e  
S e n s o r s  G r o u p .  
A d d i t i o n a l  f u t u r e  w o r k  w i l l  b e  t h e  i n v e s t i g a t i o n  i n  o p t i m i s i n g  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  
P E D D  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r .  R e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  l o n g e r  p a t h  l e n g t h  d u a l  i n l e t  
P E D D  i n  C h a p t e r  1  d e m o n s t r a t e d  h i g h e r  s e n s i t i v i t y  o v e r  t h e  s h o r t e r  p a t h  l e n g t h  s i n g l e  
i n l e t  P E D D .  I n v e s t i g a t i o n  i n t o  f u r t h e r  i m p r o v e m e n t  o f  s e n s i t i v i t y  b y  i n c r e a s i n g  t h e  
p a t h  l e n g t h  w i l l  b e  c a r r i e d  o u t .  
A l t e r n a t i v e  m e t h o d s  o f  i m p r o v i n g  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  P E D D  f o r  e x a m p l e  w i t h  r e g a r d  t o  
t h e  d e t e c t i o n  o f  t r a n s i t i o n  m e t a l s  i s  t o  e m p l o y  a  d e t e c t o r  L E D  w i t h  a  h ,  o f  5 9 0  n m .  
P r e v i o u s  w o r k  u t i l i z e d  a  d e t e c t o r  L E D  w i t h  a  h ,  o f  6 6 0  n m .  S o m e  p r e l i m i n a r y  
r e s u l t s  h a v e  s h o w n  t h a t  a n  L E D  w i t h  a  h ,  o f  5 9 0  n m  c a n  o n l y  d e t e c t  w a v e l e n g t h s  
b e l o w  c a .  5 2 0  n r n .  T h i s  w o u l d  e l i m i n a t e  a n y  i n t e r f e r e n c e  f r o m  a m b i e n t  l i g h t ,  w h i c h  
w i l l  i m p r o v e  s e n s i t i v i t y .  
T o  d e v e l o p  t h e  P E D D  a s  a  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  f o r  H P L C  o r  a n y  f l o w  a n a l y s i s  
s y s t e m  f u r t h e r  i m p r o v e m e n t  o f  s e n s i t i v i t y  a n d  s e l e c t i v i t y  w i l l  b e  i n v e s t i g a t e d  w i t h  t h e  
u s e  o f  m u l t i - L E D  s y s t e m s .  M u l t i - w a v e l e n g t h  L E D s  a r e  a l r e a d y  c o m m e r c i a l l y  
a v a i l a b l e  i n  a  v a r i e t y  o f  s h a p e s  a n d  s i z e s .  W i t h  t h e  u s e  o f  s u r f a c e  m o u n t  L E D s  a  
p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  c o v e r i n g  a l m o s t  t h e  e n t i r e  U V - v i s  r a n g e  w o u l d  a l l o w  t h e  
d e t e c t i o n  o f  m u l t i p l e  c o m p o n e n t s  a s  p a r t  o f  a  m i x t u r e  o r  s e p a r a t e l y  ( F i g u r e  6 . 1 ) .  
M u l t i p l e  L E D  l i g h t  s o u r c e s  
F l o w  
M u l t i p l e  L E D  l i g h t  d e t e c t o r s  
F i g u r e  6 . 1  S c h e m a t i c  o f  a  m u l t i - w a v e l e n g t h  P E D D .  ( A )  E m i t t e r  L E D s  c o v e r i n g  
e n t i r e  s p e c t r a l  r a n g e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e ,  a n d  ( B )  R e d  d e t e c t o r  L E D s  w h i c h  
a l i g n  p e r f e c t l y  w i t h  t h e  e m i t t e r  L E D s .  
One possibIe configuration for the multi-wavelength PEDD is shown in Figure 6.1, 
whereby the emitter (A) and detector (B) LEDs are aligned either side a microfluidics 
flow cell. The flow cell can consist of one or more inlets possibly allowing reagent 
mixing within the cell. The main objective in developing the PEDD as a detector is 
the realisation of a field deployable autonomous liquid chromatography system. 
This sensing approach therefore has numerous potential for analytical applications, 
given that it has the advantages of very low cost, low power consumption and offers 
high sensitivity with excellent signdto-noise characteristics. 
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9 4 6 .  
[ 8 2 ]  
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H . H .  H e s s ,  J . E .  D e n ,  A n a l y t i c a l  B i o c h e m i s t r y  6 3  ( 1 9 7 5 )  6 0 7 - 6 1 3 .  
[ 8 9 ]  
P . P .  V a n  V e l d h o v e n ,  G . P .  M a n n a e r t s ,  A n a l y t i c a l  B i o c h e m i s t r y  1 6 1  ( 1 9 8 7 )  4 5 -  
4 8 .  
[ 9 0 ]  
P .  E k r n a n ,  0 .  J a g e r ,  A n a l y t i c a l  B i o c h e m i s t r y  2 1 4  ( 1  9 9 3 )  1 3 8 -  1 4 1 .  
[ 9 1 ]  
S .  M o t o m i m ,  T .  W a k i m o t o ,  K .  T B e i ,  T h e  A n a l y s t  1 0 8  ( 1 9 8 3 )  3 6 1  - 1 6 7 .  
[ 9 2 ]  
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I n v e s t i g a t i o n s  9  ( 2 0 0 5 )  2 0 3 - 2 0 7 .  
[ 9 9 ]  
Q .  K a n g ,  N . C .  G o l u b o v i c ,  N . G .  P i n t o ,  H . T .  H e n d e r s o n ,  C h e m i c a l  E n g i n e e r i n g  
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c o n c e n t r a t i o n s  1 4  
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F i g u r e  1 . 2 3  S c h e m a t i c  o f  T r i - c o l o u r  L E D  [ 6 8 ] .  3  1  
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( 3 )  I m m o b i l i z e  d y e  d i r e c t l y  o n t o  f a b r i c  a n d  ( 4 )  B a c k - e n d  r e f l e c t a n c e  o r  e v a n e s c e n t  
w a v e  s e n s i n g  o f  i m m o b i l i s e d  d y e  
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d i s c h a r g e d  t o  a  t h r e s h o l d  o f  1 . 7  V  u n d e r  a r t z j k i a l  l i g h t i n g  f l u o r e s c e n t  t u b e )  [ 5 9 ] .  4 1  
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F i g u r e  2 . 5  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  f o r  
c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  4 4  
F i g u r e  2 . 6  S c h e m a t i c  o f  a  d u a l  i n l e t  P E D D J l o w  c e l l .  4 5  
F i g u r e  2 . 7  P h o t o g r a p h  o f  t h e  d u a l  i n l e t  P E D D f l o w  c e l l  u s i n g  t w o  r e d  L E D s  (A,, 6 2 1  
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F i g u r e  2 . 8  S c h e m a t i c  o f  t h e  L E D - L E D  d e v i c e  t e s t  s e t u p .  
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F i g u r e  2 . 1 0  2 0 0  p L  a l i q u o t s  o f  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  f r o m  0 . 5  p M - 2 0 . 5  m M  o f  
B C G  a t p H  7  i n  a  9 6 p l a t e  w e l l .  
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F i g u r e  2 . 1 1  R a n g e  o f p H s  o f  4 0  p M  B C G  f r o m  p H  2 . 2 6  t o  p H  8 . 1 0 .  
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F i g u r e  2 . 1 2  A  l i n e a r  p l o t  o b t a i n e d  b y  i n c r e a s i n g  c u r r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t a n c e  a p p l i e d  t o  
a n  L E D  e m i t t e r  c i r c u i t  w h i c h  r e s u l t s  i n  a  c h a n g e  i n  l i g h t  i n t e n s i t y  m e a s u r e d  w i t h  a  
l i g h t  d e p e n d e n t  r e s i s t o r .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  
5 4  
F i g u r e  2 . 1 3  D i s c h a r g e  t i m e  o f  d e t e c t o r  L E D  v s .  t h e  c u r r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t a n c e  u s e d  t o  
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F i g u r e  2 . 1 4  A  p l o t  t o  i l l u s t r a t e  t h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  l i g h t  i n t e n s i t y  o n  t h e  c h a n g e  i n  
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F i g u r e  2 . 1 5  R e a l  t i m e  t r a c e s  o b t a i n e d  f o r  8  p i k t  B C G  s o l u t i o n  b u f f e r e d  a t  p H  7  u s i n g  
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F i g u r e  2 . 1 6  T h e  e f f e c t  o n  P E D D  r e s p o n s e  w a s  i n v e s t i g a t e d  b y  v a r y i n g  f l o w  r a t e s  
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F i g u r e  2 . 1 7  T h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  f l o w  r a t e s  ( 0 . 0 5 - 0 . 3 0  m L / m i n )  o n  t h e  c h a n g e  i n  
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F i g u r e  2 . 1 8  L i n e a r  c a l i b r a t i o n  p l o t  o f  l o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( 0  v e r s u s  B C G  d y e  
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F i g u r e  2 . 1 9  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  L O D  o f  B C G  a t  p H  7 .  A  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 5  p M  
B C G  a t  p H  7  w a s  f i r s t  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  P E D D  J l o w  c e l l  f o r  c a .  1 0 0  p s  a n d  t h e n  
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F i g u r e  2 . 2 0  L i n e a r  c a l i b r a t i o n  p l o t  o f  l o g  o f  d i s c h a r g e  t i m e s  ( t )  v e r s u s  a n i l i n e  b l u e  
d y e  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  f u l l  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  
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F i g u r e  2 . 2 1  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  L O D  o f  a n i l i n e  b l u e  i n  0 .  I  M  H C I .  A  c o n c e n t r a t i o n  
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F i g u r e  2 . 2 2  C a l i b r a t i o n  p l o t  o f  a b s o r b a n c e  a t  A , , , ,  v e r s u s  B C G  d y e  c o n c e n t r a t i o n  
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F i g u r e  2 . 2 3  C a l i b r a t i o n  p l o t  o f  a b s o r b a n c e  a t  A , , ,  v e r s u s  a n i l i n e  b l u e  d y e  
c o n c e n t r a t i o n  o b t a i n e d  u s i n g  a  p l a t e w e l l  r e a d e r .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  
o f  t h e  s y s t e m .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  6 6  
F i g u r e  2 . 2 4  A  p l o t  t o  i l l u s t r a t e  t h e  c h a n g e  i n  p H  o f  4 0  p M  B C G  s o l u t i o n  w i t h  t h e  
d i s c h a r g e  t i m e  o f  t h e  P E D D f l o w  d e t e c t o r  ( * ) .  T h e  1 " '  d e r i v a t i v e  ( d a s h e d  l i n e )  o f  t h e  
b e s t  f i t  l i n e  ( s o l i d  1 i n e ) f o r  t h e  d a t a  g a v e  a n  e s t i m a t e d p K ,  v a l u e  o f 4 . 6 7 .  6  7  
F i g u r e  3 . 1  P h o t o g r a p h  o f  a  r i v e r  w i t h  a l g a l  g r o w t h  
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F i g u r e  3 . 2  E l e c t r o n i c  c i r c u i t r y  o f  t h e  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r .  C a p a c i t o r  ( C l )  =  1 0  
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R 2  =  4 0  M Q  a n d  O p e r a t i o n a l  A m p l i J i e r  ( I C 1 )  =  C A 3 1 4 0 .  
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F i g u r e  3 . 3  P h o t o g r a p h  o u t l i n i n g  t h e  l a y o u t  o f  t h e  p r o g r a m m a b l e  i n t e r f a c e  c o n t r o l l e r  
( P I C )  b o a r d ,  A / D  c o n v e r t e r  a n d  o p e r a t i o n a l  a m p l i f i e r  
7 5  
F i g u r e  3 . 4  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  f o r  
c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  7 6  
F i g u r e  3 . 5  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  L E D - P D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  f o r  c o l o r i m e t r i c  
d e t e c t i o n .  7  7  
F i g u r e  3 . 6  E m i s s i o n  s p e c t r u m  ( A m u X  6 3 6  n m )  o f  t h e  e m i t t e r  L E D  ( r e d  l i n e )  u s e d  i n  t h e  
i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e ,  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  ( A , , ,  6 4 0  n m )  o f  0 . 9  
p M  P O 4  a n d  M G  r e a g e n t  ( g r e e n  l i n e )  a n d  (A,, 4 5 0  n m )  M G  r e a g e n t  ( y e l l o w  l i n e ) .  7 8  
F i g u r e  3 . 7  P h o t o g r a p h  o f  0 . 5  p M  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  a t  ( A )  T  
=  0  m i n u t e s  a n d  ( B )  T  =  3 0  m i n u t e s .  
8 3  
F i g u r e  3 . 8  P l o t  o b t a i n e d  f o r  0 . 5  p M  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  u s i n g  
0 . 0 0 4  k Q ,  1 . 5 8  k Q  a n d  6 . 0 2  k Q .  
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F i g u r e  3 . 9  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m u m  r e a g e n t  t o  s a m p l e  ( 2  p M  P o 4 )  r a t i o .  T h e  e r r o r  
b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  
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F i g u r e  3 . 1  0  K i n e t i c  s t u d y  o f  t h e  c o l o u r  f o r m a t i o n  b e t w e e n  0 . 5  p M  P O 4  a n d  M G  
r e a g e n t  ( n  =  3 ) .  8 9  
F i g u r e  3 . 1 1  L o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( t )  o b t a i n e d  u s i n g  a  P E D D  v e r s u s  m a l a c h i t e  
g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  
o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  9 0  
F i g u r e  3 . 1 2  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  L O D  o f  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  
c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  ( 2  n M ) .  9 1  
F i g u r e  3 . 1 3  C a l i b r a t i o n  p l o t  o f  a b s o r b a n c e  o b t a i n e d  u s i n g  a n  L E D - p h o t o d i o d e  
d e t e c t o r  v e r s u s  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e r r o r  
b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n = 3 .  
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F i g u r e  3 . 1 4  C a l i b r a t i o n  p l o t  o f  a b s o r b a n c e  a t  A,, o b t a i n e d  u s i n g  a  p Q u a n t T M  
p l a t e w e l l  r e a d e r  v e r s u s  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  
T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n = 3 .  9 3  
F i g u r e  4 . 1  1 0 5 0  s e r i e s  H e w l e t t  P a c k a r d  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  D e t e c t o r .  9 6  
F i g u r e  4 . 2  P h o t o g r a p h  o f  p a i r e d  e m i t t e r - d e t e c t o r  d i o d e  ( P E D D )  
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F i g u r e  4 . 3  E m i s s i o n  s p e c t r u m  ( A , , ,  5 0 0  n m )  o f  t h e  e m i t t e r  L E D  ( H u e  l i n e )  u s e d  i n  t h e  
i n t e g r a t e d  P E D D J l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  a n d  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  ( A,, 5 0 0  n m )  o f  9 0  
p M M n - P A R  ( r e d  l i n e ) ,  (A,, 5 1 0  n m )  9 0  p M  C o - P A R  ( g r e e n  l i n e )  a n d  (A,, 4 2 0  n m )  
P A R  ( g o l d  l i n e ) .  9 9  
F i g u r e  4 . 4  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  j l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  f o r  
c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  1 0 1  
F i g u r e  4 . 5  T h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  l i g h t  i n t e n s i t y  o n  t h e  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  
d e t e c t e d  f r o m  b a s e l i n e  ( P A R )  t o  2  p M  M n - P A R  b y  c h a n g i n g  t h e  r e s i s t a n c e  o f  t h e  
v a r i a b l e  r e s i s t o r  c o n n e c t i n g  t o  t h e  e m i t t e r  L E D .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  ( n = 3 ) .  1 0 5  
F i g u r e  4 . 6  R e a l  t i m e  t r a c e s  o b t a i n e d  f o r  1 0 0  p L  i n j e c t i o n s  o f  2  p M  M n - P A R  s a m p l e  
u s i n g  3  r e s i s t a n c e s  ( 0 . 0 0 5  k Q ,  b o l d  l i n e ,  1 . 5  k Q ,  d a s h e d  l i n e  a n d  4  k Q ,  s o l i d  l i n e ) .  T h e  
P C R  f l o w  s e t t i n g  u s e d  w a s  0 . 3 8  m L / m i n .  
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F i g u r e  4 . 7  A  c o m p a r i s o n  o f  t h e  c h r o m a t o g r a m s  o b t a i n e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  5  p M  
M n  ( 1 4  a n d  C o  ( 1 0  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  ( A )  a n d  t h e  
P E D D J l o w  d e v i c e  ( B ) .  1 0 8  
F i g u r e  4 . 8  L o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( t )  o b t a i n e d  u s i n g  a  P E D D  v e r s u s  M n  ( I 0  a n d  
C o  (1Q P A R  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  
f o r  n = 3 .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  
c a l i b r a t i o n .  1 1 0  
F i g u r e  4 . 9  R e a l  t i m e  t r a c e s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  r u n s  c a r r i e d  o u t  a t  t h e  L O D  
c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 0 9  p M  M n - P A R  a n d  C o - P A R  f r o m  t h e  P E D D  j l o w  d e v i c e  ( r e d  
l i n e )  a n d  t h e  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  ( b l a c k  l i n e ) .  1 1 1  
F i g u r e  4 . 1  0  L i n e a r  c a l i b r a t i o n  p l o t  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  
o f  a b s o r b a n c e  ( m A U )  v e r s u s  M n  ( I 0  a n d  C o  ( I 0  P A R  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  
e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n = 3 .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  
r a n g e  o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  1 1 2  
F i g u r e  5 . 1  L i m i t  o f  D e t e c t i o n  ( L O D )  i s  c o m m o n l y  d e t e r m i n e d  a s  t h r e e  t i m e s  t h e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n  (o) o f  t h e  b a s e l i n e  [ I  1 2 1 .  
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F i g u r e  5 . 2  C o m p a r i s o n  o f  c h r o m a t o g r a m s  w i t h  d i f f e r e n t  b a c k g r o u n d  n o i s e  [ 1 1 2 ] .  1 1  7  
F i g u r e  5 . 3  E m i s s i o n  s p e c t r a  (A,, 5 0 0  n m  ( b l u e  l i n e )  a n d  A,  5 0 7  n m  ( r e d  l i n e ) )  o f  
t h e  e m i t t e r  L E D s  u s e d  i n  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  a n d  t h e  
a b s o r p t i o n  s p e c t r a  ( A , , ,  5 0 0  n m )  o f  9 0  p M  M n - P A R  ( n a v y  l i n e ) ,  ( A , ,  5 1  0  n m )  9 0  p M  
C o - P A R  ( g r e e n  l i n e )  a n d  (A,, 4 2 0  n m )  P A R  ( p i n k  l i n e ) .  1 1 9  
F i g u r e  5 . 4  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  s i n g l e  w a v e l e n g t h  P E D D J l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  f o r  
c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  1 2 2  
F i g u r e  5 . 5  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  i n t e g r a t e d  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D J l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  
u s e d f o r  c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  1 2 3  
F i g u r e  5 . 6  E m i s s i o n  s p e c t r a  ( A , , ,  4 4 0  n m  ( b l u e  l i n e )  a n d  A , ,  5 0 7  n m  ( r e d  l i n e ) )  o f  
t h e  e m i t t e r  L E D s  u s e d  i n  t h e  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D J l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  a n d  t h e  
a b s o r p t i o n  s p e c t r a  (A,, 5 0 0  n m )  o f  9 0  p M  M n - P A R  ( n a v y  l i n e )  a n d  (A,, 4 2 0  n m )  
P A R  ( p i n k  l i n e ) .  1 2 7  
F i g u r e  5 . 7  C o m p a r i s o n  o f  a v e r a g e  t r a c e s  a c q u i r e d f r o m  t w o  P E D D s  ( A )  A,, o f 5 0 0  
n m  a n d  ( B )  A,, o f  5 0 7  n m  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p r n  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  
( n  =  1 0 ) .  1 2 9  
F i g u r e  5 . 8  O v e r l a i d  t r a c e s  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p r n  M n - P A R  a n d  C o - P A R  u s i n g  
( A )  4  x  (A,, 5 0 7  n m )  P E D D s  a n d  ( B )  4  x  ( A , ,  5 0 0  n m )  P E D D s .  E a c h  t r a c e  i s  a n  
a v e r a g e  o f  1 0  i n j e c t i o n s .  1 3 0  
F i g u r e  5 . 9  R e p r o d u c i b i l i t y  o f  ( A )  V W D  ( 5 0 0  n m )  a n d  ( B )  P E D D  (A,, 5 0 7  n m )  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5 p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  ( n  =  1 0 )  1 3 2  
F i g u r e  5 . 1 0  P l o t  c o m p a r i n g  t h e  a v e r a g e  p e a k  h e i g h t s  m e a s u r e d  o v e r  3  d a y s  f o r  0 . 2 5  
p p r n  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  a  ( A , , , ,  5 0 7  n m )  P E D D  a n d  a  V W D  ( 5 0 0  n m ) .  
E a c h  b a r  r e p r e s e n t s  t h e  a v e r a g e  p e a k  h e i g h t  m e a s u r e d  f o r  t e n  i n j e c t i o n s .  T h e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  a r e  s h o w n  a s  e r r o r  b a r s  ( n  =  1 0 ) .  
1 3 5  
F i g u r e  5 . 1 1  L o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( t ,  p s )  o b t a i n e d  u s i n g  a  P E D D  v e r s u s  M n  ( I 0  
a n d  C o  ( I 4  P A R  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  ( p p r n ) .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d f r o m  
t h e  c a l i b r a t i o n .  1 3 6  
F i g u r e  5 . 1 2  L i n e a r  c a l i b r a t i o n  p l o t  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  
o f  p e a k  a r e a  v e r s u s  M n  ( I 0  a n d  C o  ( I 0  P A R  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e r r o r  b a r s  
r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  o f  
r e s p o n s e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  
1 3 7  
F i g u r e  5 . 1 3  P l o t  s h o w i n g  t h e  e f f e c t  o f  a p p l y i n g  a  m o v i n g  a v e r a g e  k t - M )  t o  t h e  
r e s p o n s e  a c h i e v e d  f o r  0 . 0 1  p p m  ( A )  M n - P A R  a n d  ( B )  C o - P A R .  
1 3 9  
F i g u r e  5 . 1 4  D e t e r m i n a t i o n  o f  i s o s b e s t i c  p o i n t s  f r o m  a b s o r b a n c e  s p e c t r a  o f  a  r a n g e  o f  
c o n c e n t r a t i o n s  ( p M )  o f  C o - P A R  c o m p l e x  ( n  =  3 )  
1 4 0  
F i g u r e  5 . 1 5  E m i s s i o n  s p e c t r a  ( A m a x  6 2 7  n m  ( b l u e  l i n e )  a n d  A , , ,  5 0 7  n m  ( r e d  l i n e ) )  o f  
t h e  e m i t t e r  L E D s  u s e d  i n  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  j l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  a n d  t h e  
a b s o r p t i o n  s p e c t r a  ( A , , , ,  5 0 0  n m )  o f  9 0  p M  M n - P A R  ( n a v y  l i n e )  a n d  ( L , ,  4 2 0  n m )  
P A R  ( p i n k  l i n e ) .  1 4 1  
F i g u r e  5 . 1 6  C o m p a r i s o n  d a t a  a c q u i r e d  f r o m  t h e  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  (A,, 6 2 7  n m  
( n a v y  l i n e )  a n d  5 0 7  n m  ( r e d  l i n e ) )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 7 5  p p m  M n  a n d  C o  P A R  
c o m p l e x e s  ( n  =  3 ) .  1 4 2  
F i g u r e  5 . 1 7  C o m p a r i s o n  o f  S / N  d a t a  a c q u i r e d p o m  t h e  s i n g l e  w a v e l e n g t h  P E D D  ( A , n ,  
5 0 7  n m )  ( b l u e  b a r )  a n d  t h e  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  (A,, 5 0 7  n m  -  6 2 7  n m )  ( p u r p l e  
b a r )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  O . 7 5 p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  ( n  =  3 ) .  1 4 3  
F i g u r e  5 . 1 8  P l o t  o f  d i s c h a r g e  t i m e  ( p s )  v e r s u s  r e t e n t i o n  t i m e  ( m i n u t e s )  o b t a i n e d  f o r  
t h e  d e t e c t i o n  o f  1 0  p p b  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  a  s i n g l e  w a v e l e n g t h  (A, 
5 0 7  n m )  P E D D .  N o  m o v i n g  a v e r a g e  h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  d a t a .  
1 4 4  
F i g u r e  5 . 1 9  P l o t  o f  d i s c h a r g e  t i m e  ( p s )  v e r s u s  r e t e n t i o n  t i m e  ( m i n u t e s )  o b t a i n e d  f o r  
t h e  d e t e c t i o n  o f  1 0  p p b  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  d u a l  w a v e l e n g t h  m o n i t o r i n g  
p r o c e d u r e .  A  P E D D  (A,, 5 0 7  n m )  w a s  e m p l o y e d  t o  d e t e c t  t h e  a n a l y t e s  a n d  a  P E D D  
(A,, 6 2 7  n m )  t o  m o n i t o r  t h e  b a s e l i n e  ( n  =  3 ) .  
1 4 5  
F i g u r e  6 . 1  S c h e m a t i c  o f  a  m u l t i - w a v e l e n g t h  P E D D .  ( A )  E m i t t e r  L E D s  c o v e r i n g  e n t i r e  
s p e c t r a l  r a n g e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e ,  a n d  ( B )  R e d  d e t e c t o r  L E D s  w h i c h  a l i g n  
p e r f e c t l y  w i t h  t h e  e m i t t e r  L E D s .  
1 5 3  
F i g u r e  A . 1  D e p r o t o n a t i o n  o f  b r o m o c r e s o l  g r e e n  s h i f t s  t h e  d y e  f r o m  i t s  y e l l o w  f o r m  
( 4 5 0  n m )  t o  i t s  b l u e  f o r m  ( 6 1  0  n m )  [ I 2 0 1  
1 5 6  
F i g u r e  A . 2  D e p r o t o n a t i o n  o f  a n i l i n e  b l u e  s h i f t s  t h e  d y e  f r o m  i t s  b l u e  f o r m  ( 3 0 0  n m )  t o  
i t s  o r a n g e  f o r m  ( 6 0 0  n m )  [ 1 2 0 ] .  
1 5 7  
L i s t  o f  T a b l e s  
T a b l e  1 . 1  I n t e r a c t i o n  o f  r a d i a t i o n  w i t h  m a t t e r  [ 2 ] .  
6  
T a b l e  1 . 2  A b s o r p t i o n  m a x i m a  o f  n o n c o n j u g a t e d  c h r o m o p h o r e s  [ 3 ]  
1 0  
T a b l e  1 . 3  C o m m o n  1 1 1 - V  m a t e r i a l s  u s e d  t o  p r o d u c e  L E D s  a n d  t h e i r  e m i s s i o n  
w a v e l e n g t h s  [ 1 4 ]  2 3  
T a b l e  2 . 1  T h e  e f f e c t  o f  d e c r e a s i n g  e m i t t e r  L E D  l i g h t  i n t e n s i t y  ( i . e .  b y  a p p l y i n g  
r e s i s t a n c e )  o n  t h e  b a s e l i n e  r e s p o n s e .  T h e  e x p e r i m e n t  w a s  r e p e a t e d  3  t i m e s .  5 7  
T a b l e  2 . 2  R e s i d e n c e  d a t a  f o r  t h e  e f f e c t  o f f l o w  r a t e  o n  r e s p o n s e  o b t a i n e d  f o r  2 0  p M  
B C G  a t  p H  7 .  5 9  
T a b l e  2 . 3  T h e  e f f e c t  o n  P E D D  r e s p o n s e  w a s  i n v e s t i g a t e d  b y  v a r y i n g  f l o w  r a t e s  ( 0 . 0 5 -  
0 . 3 0  m L / m i n )  o f  2 0  p M  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a t  p H  7 .  T h e  s a m p l e  v o l u m e  u s e d  w a s  1 0 0  
p l .  T h e  e x p e r i m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e .  
5 9  
T a b l e  2 . 4  A  c o m p a r a t i v e  s u m m a r y  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f o r  t h e  b r o m o c r e s o l  g r e e n  a t  
p H  7  a n d  a n i l i n e  b l u e  i n  0 . 1  M  H C l  c a l i b r a t i o n  u s i n g  b o t h  a  P E D D  a n d  a  p l a t e w e l l  
r e a d e r .  6 6  
T a b l e  3 . 1  D a t a  o u t l i n i n g  t h e  e f f e c t  o f  d e c r e a s i n g  e m i t t e r  l i g h t  i n t e n s i t y  o n  0 . 5  p M  
m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  p e a k  h e i g h t  ( i . e .  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  
t i m e ) ,  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  b a s e l i n e  a n d  S / N  ( n  =  3 ) .  
8 7  
T a b l e  3 . 2  A  c o m p a r a t i v e  s u m m a r y  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  m a l a c h i t e  
g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x e s  u s i n g  a  P E D D ,  L E D - P D  a n d  a  p Q u a n t T M  
p l a t e w e l l  r e a d e r  ( n  =  3 ) .  
9 3  
T a b l e  4 . 1  E f f e c t  o f  v a r y i n g  l i g h t  i n t e n s i t y  o n  t h e  b a s e l i n e  ( P A R )  s t a b i l i t y  ( n  =  3 ) .  1 0 7  
T a b l e  4 . 2  R e t e n t i o n  d a t a  f o r  t r a n s i t i o n  m e t a l  P C R  c o m p l e x e s  o n  a  N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  
l f u n c t i o n a l i z e d  w i t h  I D A )  c o l u m n .  T h e  e @ i e n c y  w a s  c a l c u l a t e d f i o m :  5 . 5 4 ( t ~ / w ~ ~ ~ .  
1 0 9  
T a b l e  4 . 3  A  c o m p a r a t i v e  s u m m a r y  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  b o t h  a  P E D D  a n d  a  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  
d e t e c t o r  ( V W D ) .  1 1 3  
T a b l e  5 . 1  E x a m p l e s  o f  p o s t - c o l u m n  r e a c t i o n s  ( P C R )  i n  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  
[ 1 1 0 , 1 1 1 ] .  1 1 6  
T a b l e  5 . 2  C o m p a r i s o n  p e a k  h e i g h t  ( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e )  d a t a  a c q u i r e d  f r o m  
P E D D s  w i t h  a  A,, o f  5 0 0  n m  a n d  5 0 7  n m  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 2 5  p p m  M n  a n d  C o  
P A R  c o m p l e x e s  ( n  =  1 0 )  
1 2 9  
T a b l e  5 . 3  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  o f  d e t e c t o r s  ( A )  (A,, 5 0 0  n m )  P E D D ,  
( B )  (A,, 5 0 7  n m )  P E D D  a n d  ( C )  V W D  ( n  =  4 ) .  
1 3 1  
T a b l e  5 . 4  C o m p a r i s o n  d a t a  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  i n t r a - d a y  r e p r o d u c i b i l i t y  
w i t h i n  a n  i n d i v i d u a l  (A,, 5 0 7  n m )  P E D D  a n d  a  V W D  ( 5 0 0  n m )  ( n  =  1 0 ) .  1 3 3  
T a b l e  5 . 5  C o m p a r i s o n  d a t a  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  i n t e r - d a y  r e p r o d u c i b i l i t y  
w i t h i n  a n  i n d i v i d u a l  ( L a x  5 0 7  n m )  P E D D  a n d  a  V W D  ( 5 0 0  n m )  ( n  =  1 0 )  f o r  3  
c o n s e c u t i v e  d a y s .  1 3 4  
T a b l e  5 . 6  A  c o m p a r a t i v e  s u m m a r y  o f  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  b o t h  a  P E D D  (A,, 5 0 7  n m )  a n d  a  
v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  W D )  ( n  =  3 ) .  
1 3 8  
T a b l e  5 . 7  C o m p a r a t i v e  d a t a  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  0 . 7 5 p p m  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  
w i t h  ( A )  a  s i n g l e  ( A m a X  5 0 7  n m )  P E D D  a n d  ( B )  d u a l  w a v e l e n g t h  P E D D  (A,, 5 0 7  n m  -  
A,  6 2  7  n m )  ( n  =  3 ) .  
1 4 4  
T a b l e  5 . 8  C o m p a r a t i v e  d a t a  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  1 0  p p b  M n  a n d  C o  P A R  c o m p l e x e s  
w i t h  ( A )  a  s i n g l e  P E D D  (A,, 5 0 7  n m )  a n d  ( B )  d u a l  P E D D  ( A m ,  o f  5 0 7  n m  -  6 2 7  n m )  
( n  =  3 ) .  1 4 6  
P u b l i c a t i o n  
A v a i l a b l e  o n l i n e  a t  w w w . s c i e n c e d i r e c t . c o m  
T a l a n t a  6 6  ( 2 0 0 5 )  1 3 4 0 - 1 3 4 4  
T a l a n t a  
P h o t o m e t r i c  d e t e c t i o n  i n  f l o w  a n a l y s i s  s y s t e m s  u s i n g  i n t e g r a t e d  P E D D s  
M a r t i n a  0 '  T o o l e ,  K i n g  T o n g  L a u ,  D e r r n o t  D i a m o n d  *  
A d a p t i v e  I n f o r m a l i o n  C l u s t e r &  N a t i o n a l  C e n l r e j b r  S e n s o r  R e s e a r c h .  S c h o o l  o f  C h e m i c a l  S c i e n c e s .  D u b l i n  C i t y  U n i v e r s i l y .  D u b l i n  9 ,  I r e l a n d  
R e c e i v e d  1 4  S e p t e m b e r  2 0 0 4 ;  r e c e i v e d  i n  r e v i s e d  f o r m  2 0  J a n u a r y  2 0 0 5 ;  a c c e p t e d  2 8  J a n u a r y  2 0 0 5  
A v a i l a b l e  o n l i n e  2 6  F e b r u a r y  2 0 0 5  
A b s t r a c t  
A  n o v e l  i n e x p e n s i v e  o p t i c a l - s e n s i n g  t e c h n i q u e  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  c o l o r i m e t r i c  f l o w  a n a l y s i s .  T h i s  s e n s i n g  s y s t e m  e m p l o y s  t w o  L E D s  
w h e r e b y  o n e  i s  u s e d  a s  t h e  l i g h t  s o u r c e  a n d  t h e  o t h e r  a s  a  l i g h t  d e t e c t o r .  T h e  L E D  u s e d  a s  l i g h t  d e t e c t o r  i s  r e v e r s e  b i a s e d  w i t h  a  5 - V  s u p p l y  
s o  t h a t  t h e  p h o t o c u r r e n t  g e n e r a t e d  b y  t h e  i n c i d e n t  l i g h t  d i s c h a r g e s  t h e  c a p a c i t a n c e .  D i r e c t  d i g i t a l  o u t p u t  i s  p r o v i d e d  b y  a  s i m p l e  t i m e r  c i r c u i t  
t h a t  m e a s u r e s  t h e  t i m e  t a k e n  f o r  t h i s  d i s c h a r g e  p r o c e s s  f r o m  5  V  ( l o g i c  1 )  t o  1 . 7  V  ( l o g i c  0 ) .  
T h i s  s e n s i n g  c o n c e p t  h a s  b e e n  a p p l i e d  i n  f l o w  a n a l y s i s  b y  c o n s t r u c t i n g  a n  o p t i c a l  f l o w  c e l l  w i t h  a  p a i r  o f  L E D s .  C a l i b r a t i o n  o f  t h e  i n t e g r a t e d  
o p t i c a l  f l o w  c e l l  u s i n g  a  d y e  r e s u l t e d  i n  a  l i n e a r  r e s p o n s e  t h a t  o b e y s  t h e  B e e r - L a m b e r t  l a w .  T h e  f l o w  r a t e ,  d y n a m i c  r a n g e ,  s e n s i t i v i t y  a n d  l i m i t s  
o f  d e t e c t i o n  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  T h e  s y s t e m  w a s  a l s o  u s e d  f o r  p H  d e t e r m i n a t i o n  i n  t h e  r a n g e  o f  p H  2 . 5 - 6 . 8  u s i n g  b r o m o c r e s o l  g r e e n  ( B C G ) .  
T h e  p K ,  o f  B C G  w a s  s u c c e s s f u l l y  d e t e r m i n e d  b y  t h i s  t e c h n i q u e .  
O  2 0 0 5  E l s e v i e r  B . V .  A l l  r i g h t s  r e s e r v e d .  
K e y w o r d r :  L E D s ;  O p t i c a l  s e n s i n g ;  p H  s e n s i n g ;  T r a n s m i s s i o n  m e a s u r e m e n t s ;  C o l o r i m e t r i c  a n a l y s i s  
1 .  I n t r o d u c t i o n  
A t  p r e s e n t  o p t i c a l  s e n s i n g  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  a c t i v e  a r e a s  
o f  r e s e a r c h  i n  a n a l y t i c a l  c h e m i s t r y .  T h i s  i s  l a r g e l y  d u e  t o  t h e  
a v a i l a b i l i t y  o f  i n e x p e n s i v e ,  l o w  p o w e r - c o n s u m p t i o n  c o m p o -  
n e n t s  s u c h  a s  L E D s ,  p h o t o d i o d e s  a n d  d a t a  a c q u i s i t i o n  t e c h -  
n o l o g i e s .  D e s i r a b l e  q u a l i t i e s  l i k e  t h e s e  a r e  v i t a l  r e q u i r e m e n t s  
i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  ( m i c r o )  t o t a l  a n a l y s i s  s y s t e m s ,  p a r -  
t i c u l a r l y ,  w i t h  r e s p e c t  t o  f i e l d  d e p l o y a b l e  m i c r o - i n s t r u m e n t s  
111. 
L i g h t - e m i t t i n g  d i o d e s  ( L E D s )  a r e  t h e  m o s t  e n e r g y -  
e f f i c i e n t  m e a n s  o f  p r o d u c i n g  l i g h t  e m i s s i o n ,  a n d  a r e  i d e a l  
f o r  m i n i a t u r e  a n a l y t i c a l  d e v i c e s  [ 2 ] .  L E D s  a r e  i n c r e a s i n g l y  
p o p u l a r  f o r  t h e  f a b r i c a t i o n  o f  o p t i c a l  s e n s o r s  a s  t h e y  o f f e r  a d -  
v a n t a g e s  o f  b e i n g  i n e x p e n s i v e ,  s m a l l  i n  s i z e ,  a v a i l a b l e  o v e r  
a  b r o a d  s p e c t r a l  r a n g e  f r o m  u l t r a v i o l e t  t o  n e a r - i n f r a r e d  ( c a .  
3 8 0 - 9 0 0  n m ) ,  h a v e  a  l o n g  l i f e t i m e ,  r o b u s t  a n d  e a s y  t o  f a b r i -  
c a t e  i n t o  v a r i o u s  c o n f i g u r a t i o n s .  W h e n  u s e d  a s  l i g h t  d e t e c t o r s  
*  C o r r e s p o n d i n g  a u t h o r .  T e l . :  + 3 5 3  1  7 0 0 5 4 0 4 ;  f a x :  + 3 5 3  1  7 0 0 8 0 0 2 .  
E - n ~ a i l  a d d r e s s :  d e r m o t . d i a m o n d @ d c u . i e  ( D .  D i a m o n d ) .  
f o r  c h e m i c a l  s e n s i n g  b y  m e a s u r i n g  t h e  i n t e n s i t y - d e p e n d e n t  
d i s c h a r g e  o f  c a p a c i t a n c e ,  t h e y  h a v e  b e e n  f o u n d  t o  b e  h i g h l y  
s e n s i t i v e  a n d  c o u l d  d e t e c t  s u b - m i c r o - m o l a r  o f  d y e  [ 3 ] .  
O p t i c a l  s e n s o r  c o n f i g u r a t i o n s  g e n e r a l l y  c o m b i n e  L E D  
l i g h t  s o u r c e  w i t h  p h o t o d i o d e s ,  w h i c h  m e a s u r e  t h e  l i g h t  i n -  
t e n s i t y  a f t e r  p a s s a g e  t h r o u g h  t h e  s a m p l e  [ 2 , 4 - 8 1 .  T h e  u s e  o f  
L E D s  i n  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  a s  e a r l y  a s  
1 9 7 8  w h e n  B e t t e r i d g e  e t  a l .  [ 9 ]  u s e d  a  g a l l i u m  p h o s p h i d e  
L E D  a n d  a  s i l i c o n  p h o t o t r a n s i s t o r  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  m e t a l  
i o n s .  S i n c e  t h e n  L E D s  h a v e  i m p r o v e d ,  f o r  e x a m p l e ,  i n  i n -  
c r e a s e d  r a n g e  a n d  i n t e n s i t y ,  a n d  a  v a r i e t y  o f  L E D - b a s e d  o p -  
t i c a l  s e n s o r s  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  [ l o - 1 2 1 .  H a u s e r  e t  a l .  [ 1 3 ]  
e m p l o y e d  s e v e n  l i g h t - e m i t t i n g  d i o d e s  r a n g i n g  f r o m  b l u e  t o  
i n f r a r e d  a s  a  l i g h t  s o u r c e  w i t h  p h o t o d i o d e s  a s  d e t e c t i o n .  T h e  
l i g h t  f r o m  e a c h  L E D  w a s  g u i d e d  i n t o  a  s i n g l e  m e a s u r i n g  c e l l  
u s i n g  a  f i b r e - o p t i c  c o u p l e r .  U s i n g  t h i s  c o n f i g u r a t i o n ,  i t  w a s  
p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  c o p p e r  u s i n g  t h e  c u p r i z o n e  m e t h o d  a n d  
a m m o n i a  u s i n g  t h e  i n d o p h e n o l  m e t h o d  w i t h  9 0 %  o f  t h e  s e n -  
s i t i v i t y  o f  a  s p e c t r o m e t e r .  L E D s  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  i n  f l u o -  
r e s c e n c e  i n t e n s i t y - b a s e d  s e n s o r s  [ 1 4 ]  a n d  p h a s e  f l u o r i m e t r y  
[ 1 5 1 .  
0 0 3 9 - 9 1 4 0 / $  - s e e  f r o n t  m a t t e r  O  2 0 0 5  E l s e v i e r  B . V .  A l l  r i g h t s  r e s e w e d .  
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M .  0 '  T o o l e  e l  a l .  /  T a l a n t a  
A  n o v e l  c o n f i g u r a t i o n  f o r  o p t i c a l  s e n s i n g  i s  t h e  u s e  o f  
a n  L E D  a s  a  l i g h t  d e t e c t o r .  I n  t h i s  a p p r o a c h ,  t w o  L E D s  a r e  
e m p l o y e d ,  w h e r e b y  o n e  i s  u s e d  a s  a  l i g h t  s o u r c e  a n d  t h e  
s e c o n d  a s  t h e  l i g h t  d e t e c t o r .  M i m s  a n d  F o r r e s t  [ 1 6 , 1 7 ]  f i r s t  
i n v e s t i g a t e d  u s i n g  a  L E D  a s  a  c r u d e  l i g h t  d e t e c t o r  t o  m e a -  
s u r e  p h o t o c u r r e n t  g e n e r a t e d  b y  d i r e c t  s u n l i g h t .  P r e v i o u s l y ,  
w e  d e m o n s t r a t e d  t h e  u s e  o f  a  p a i r e d  e m i t t e r  d e t e c t o r  d i o d e  
( P E D D )  d e v i c e  f o r  c o l o u r  a n d  p H  m e a s u r e m e n t s  i n  s t a t i c  s o -  
l u t i o n  [ 3 ] .  A  P E D D  c o n s i s t s  o f  t w o  L E D s  a r r a n g e d  i n  v a r i o u s  
c o n f i g u r a t i o n s  i n  w h i c h  o n e  L E D  i s  u s e d  t o  p r o v i d e  i l l u m i n a -  
t i o n  a n d  t h e  o t h e r  i s  u s e d  a s  a  l i g h t  d e t e c t o r  f o r  t h e  t r a n s m i t t e d  
o r  r e f l e c t e d  l i g h t .  
I n  t h i s  p a p e r  w e  p r o p o s e  a  n o v e l ,  s i m p l e  o p t i c a l - s e n s i n g  
d e v i c e  f o r  f l o w  a n a l y s i s  u s i n g  a  p a i r  o f  L E D s .  A n  o p t i c a l  f l o w  
c e l l  w a s  c o n s t r u c t e d  u s i n g  t w o  L E D s  w h i c h  a l l o w e d  s a m p l e  
t o  f l o w  i n s i d e  t h e  c o j o i n e d  L E D s  a l o n g  t h e  l i g h t  p a t h .  T h e  
u s e  o f  t h i s  i n t e g r a t e d  c o l o r i m e t r i c  f l o w  a n a l y s e r  t o  m e a s u r e  
c o l o u r  a n d  p H  i s  r e p o r t e d .  
2 .  E x p e r i m e n t a l  
2 . 1 .  C h e m i c a l s  a n d  r e a g e n t s  
T h e  p H  i n d i c a t o r  d y e  u s e d  w a s  b r o m o c r e s o l  g r e e n  ( B C G )  
( f r o m  S i g m a  A l d r i c h ,  D u b l i n ,  I r e l a n d ) .  A l l  s a m p l e s  w e r e  
m a d e  u p  i n  a  p H  7  b u f f e r  s t o c k  s o l u t i o n  m a d e  f r o m  b u f f e r  
t a b l e t s  ( L e n n o x ,  D u b l i n ,  I r e l a n d )  a n d  u l t r a p u r e  w a t e r  a c c o r d -  
i n g  t o  t h e  i n s t r u c t e d  m e t h o d .  A l l  t h e  r e a g e n t s  u s e d  w e r e  o f  
a n a l y t i c a l  g r a d e .  S t o c k  s o l u t i o n  o f  2 5  r n M  B C G  w a s  p r e p a r e d  
b y  d i s s o l v i n g  0 . 7 0  g  d y e  i n  2 5 0 m l  o f  p H  7  b u f f e r  s o l u t i o n  
f r o m  w h i c h  d i l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d .  
A  s e r i e s  o f  d y e  s o l u t i o n s  e a c h  c o n t a i n i n g  4 0  p M  B C G  a t  
v a r i o u s  p H s  ( 2 . 5 - 6 . 8 )  w a s  a l s o  p r e p a r e d .  
2 . 2 .  F a b r i c a t i o n  o f  P E D D  o p t i c a l j o w  c e l l  
T h e  o p t i c a l  d e v i c e  w a s  f a b r i c a t e d  u s i n g  t w o  i d e n t i c a l  
( 5  m m )  L E D s  (A, a t  6 2  1  n m )  ( K n i g h t b r i g h t ,  F r a n c e ) ,  w i t h  
e m i s s i o n  s h o w n  i n  F i g .  2 .  T h e  o r i g i n a l  l e n g t h  o f  e a c h  L E D  
w a s  1 0  m m .  T h e  P E D D  s e n s o r  w a s  p r e p a r e d  b y  f i r s t  c u t t i n g  
0 . 2 5  m m  f r o m  t h e  t i p s  o f  e a c h  L E D  t o  g i v e  a  f l a t  t o p ,  r a t h e r  
t h a n  t h e  u s u a l  c u r v e d  s u r f a c e .  T h e  t o t a l  l e n g t h  o f  t h e  P E D D  
w a s  n o w  1 5  m m .  T h e  s u r f a c e  o f  t h e  L E D s  w a s  t h e n  s a n d e d  
d o w n  u s i n g  g e n e r a l  p u r p o s e ,  f i n e - g r a d e  p a p e r  ( H o m e b a s e ,  
D u b l i n )  t o  m a k e  t h e m  s m o o t h  a n d  f l a t  b e f o r e  b o n d i n g .  U s -  
i n g  a  d r i l l  b i t  o f  s i z e  1 . 3  i n m ,  a  c h a n n e l  w a s  m a c h i n e d  i n t o  
e a c h  L E D  t o  a  d e p t h  o f  1 . 8  m m ,  r e s u l t i n g  i n  a  p a t h l e n g t h  
o f  3 . 6  m m  a s  s h o w n  i n  F i g .  1 .  A n  i n l e t  a n d  o u t l e t  w e r e  a l s o  
m a c h i n e d  u s i n g  t h e  s a m e  m e t h o d .  P r i o r  t o  b o n d i n g ,  t h e  t w o  
L E D s  w e r e  a c c u r a t e l y  a l i g n e d  t o  e n s u r e  t h e  l i n e  o f  f u s i o n  
w a s  p e r f e c t l y  r o u n d .  T h e  L E D s  w e r e  t h e n  f u s e d  t o g e t h e r  u s -  
i n g  U V  c u r a b l e  e p o x y  g l u e  ( E d m u n d  S c i e n t i f i c :  O r l a n d  8 1  
e x t r a  f a s t  c u r i n g ,  U S A ) ,  a n d  p l a c e d  u n d e r  U V  l i g h t  ( 3 8 0  n m )  
f o r  3 0  m i n .  G r e e n  p e e k  t u b i n g  ( i d .  0 . 7 5  m m )  w a s  p l a c e d  a t  
e i t h e r  e n d  o f  t h e  c h a n n e l  a n d  s e a l e d  i n t o  p l a c e  u s i n g  a r a l d i t e  
E ~ n i t t e r  L E D  
D c t c c t o r  L E D  
F i g .  1 .  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  f o r  
c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  
e p o x y  g l u e  ( H o m e b a s e ,  D u b l i n ) .  T h e  P E D D  c e l l  w a s  l e f t  t o  
d r y  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  a  h r t h e r  3 0  m i n .  T h e  o p t i c a l  c e l l  
w a s  t h e n  p a i n t e d  b l a c k  t o  r e d u c e  s t r a y  l i g h t  e f f e c t s .  
2 . 3 .  L i g h t  m e a s u r e m e n t  
A  9 - V  b a t t e r y  w a s  u s e d  t o  d r i v e  t h e  c i r c u i t r y  f r o m  w h i c h  
a  v o l t a g e  r e g u l a t o r  w a s  u s e d  t o  c o n t r o l  t h e  v o l t a g e  s u p p l y  t o  
t h e  L E D s .  T h e  l i g h t  d e t e c t o r  L E D  i n  i n p u t  m o d e  w a s  c h a r g e d  
u p  t o  5  V  f o r  1 0 0  p s  a n d  t h e n  s w i t c h e d  t o  o u t p u t  m o d e .  T h e  
p h o t o n  f l u x  f r o m  t h e  e m i t t e r  L E D  s t r i k e s  t h e  d e t e c t o r  L E D ,  
g e n e r a t i n g  a  s m a l l  p h o t o c u r r e n t  w h i c h  g r a d u a l l y  d i s c h a r g e s  
t h e  c a p a c i t o r  v o l t a g e .  T h e  t i m e  t a k e n  f o r  t h e  d i s c h a r g e  p r o -  
c e s s  t o  g o  f r o m  a n  i n i t i a l  v a l u e  o f  5  V  ( l o g i c  1 )  t o  a  p r e s e t  
v a l u e  o f  1 . 7  V  ( l o g i c  0 )  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a  s i m p l e  t i m e r  
c i r c u i t .  
2 . 4 .  M e a s u r e m e n t  p r o c e d u r e  
V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  B C G  w e r e  m a d e  u p  i n  p H  7  
b u f f e r  s o l u t i o n  a n d  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  a t  
a  f l o w  r a t e  o f  0 . 6  m l l m i n  f o r  c a .  4  m i n  w h i l e  c o n t i n u o u s l y  
m o n i t o r i n g  t h e  a b s o r b a n c e .  A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a s s i e d  o u t  
i n  t r i p l i c a t e  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  B C G  c a l i b r a t i o n ,  w h i c h  
w a s  r e p e a t e d  8  t i m e s .  T h e  d a t a  a r e  t r a n s p o r t e d  t o  a  P C  v i a  
R S 2 3 2  p o r t  a n d  c a p t u r e d  w i t h  t h e  H y p e r T e r m i n a l  s o f t w a r e ,  
a n d  t h e n  s a v e d  a s  a  t e x t  f i l e  f o r  f u r t h e r  a n a l y s i s  u s i n g  ~ x c e l ~ ~  
( M i c r o s o f t ,  I n c . ,  U S A ) .  
3 .  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
3 . 1 .  C o l o u r  m e a s u r e m e n t  u s i n g  P E D D j o w  c e l l  
I n  t h i s  s t u d y ,  t h e  m e a s u r e m e n t  i s  b a s e d  o n  t h e  f o l l o w i n g  
t h e o r e t i c a l  m o d e l ,  w h i c h  h a s  b e e n  d e r i v e d  b y  L a u  e t  a l .  [ 1 8 ] :  
1 3 4 2  
M .  0 '  T o o l e  e t  a l .  /  T u l u n l a  
F i g .  2 .  E m i s s i o n  s p e c t r u m  (A, 6 2 0  n m )  o f  t h e  L E D  u s e d  i n  t h e  i n t e g r a t e d  
P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  a n d  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  (A, , 6 1 6 n m )  o f  
1 0 m M  B C G  a t  p H  7  ( E =  1 . 2  x  l o 4  l m o l - '  c m - ' ) .  T h e  i n s e t  i s  t h e  s t r u c t u r e  
o f  t h e  d e p r o t o n a t e d  B C G  d y e  u s e d .  E m i s s i o n  a n d  a b s o r b a n c e  n o r m a l i s e d  t o  
r a n g e  G 1  b y  d i v i d i n g  v a l u e s  b y  A,,,. 
w h e r e  I  i s  t h e  o p t i c a l  p a t h l e n g t h  t h r o u g h  t h e  s o l u t i o n  ( c m ) ,  
E  t h e  m o l a r  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  ( m o l l - l  c m - ' )  a t  a  p a r -  
t i c u l a r  w a v e l e n g t h ,  C  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a b s o r b i n g  
s p e c i e s  ( m o l l - ' ) ,  t o  a  c o n s t a n t  t h a t  r e p r e s e n t s  d i s c h a r g e  
t i m e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  c o l o u r e d  s p e c i e s  i n  s o l u t i o n  
( P S I .  
I n i t i a l  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  i n v o l v e d  t h e  c a l i b r a t i o n  o f  a  
c h a n g e  i n  c o l o u r  i n t e n s i t y  o r  c o n c e n t r a t i o n  o f  a  p H  i n d i c a t o r  
d y e ,  B r o m o c r e s o l  g r e e n  i n  a  p H  7  b u f f e r .  B C G  w a s  s e l e c t e d  
d u e  t o  i t s  l a r g e  m o l a r  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  1 . 2  x  l o 4 .  T h e  
l i g h t  i n t e n s i t y  t r a n s m i t t e d  i n  t h e  f l o w  c e l l  w a s  m e a s u r e d  w i t h  
a n  L E D  (A, 6 2 1  n m ) ,  w h i c h  e f f i c i e n t l y  o v e r l a p s  t h e  a b -  
s o r b a n c e  s p e c t r u m  o f  B C G  (A,,, 6 2 0  n m )  a s  s h o w n  i n  F i g .  2 .  
T h e  e m i s s i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  L E D  w a s  o b t a i n e d  b y  u s i n g  
o c e a n  o p t i c  s p e c t r o m e t e r  ( O O I B a s e  3 2 T M ,  O c e a n  O p t i c s ,  
I n c . ,  D u n e d i n ,  U S A ) .  V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  B C G  w e r e  
m a d e  u p  i n  p H  7  b u f f e r  s o l u t i o n  a n d  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  P E D D  
f l o w  c e l l  f o r  c a .  4  m i n  p e r  s a m p l e ,  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 6  m l l m i n .  
T h e  l o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( l o g  t ,  p s )  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  
d y e  c o n c e n t r a t i o n  ( C )  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  m o d e l  ( E q .  ( 1 ) )  
a n d  t h e  r e s u l t  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g .  3 .  I n s e t  ( a )  i n  F i g .  3  s h o w s  
a  l a r g e  d e t e c t i o n  r a n g e  f r o m  c a .  0  t o  2 0 . 5  m M  B C G  f r o m  
w h i c h  a  l i n e a r  r a n g e  o f  a p p r o x i m a t e l y  0 . 9 - 2 5 0  p M  B C G  ( R 2  
v a l u e  0 . 9 9 8 )  w a s  o b s e r v e d  a s  s h o w n  i n  t h e  m a i n  f e a t u r e  p l o t .  
I t  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h a t  t h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  
m e a s u r e m e n t s  ( n  =  8 ,  s h o w n  a s  e r r o r  b a r s )  a r e  v e r y  l o w  ( c a .  
0 . 4 % )  a n d  L O D  o f  0 . 9  p M .  
A s  a  c o m p a r i s o n  s t u d y ,  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s a m e  B C G  
c o n c e n t r a t i o n s  w a s  a c q u i r e d  u s i n g  t h e  p ~ u a n t ~ ~  p l a t e w e l l  
r e a d e r  ( B i o - T e k  I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A ) .  A s  s h o w n  i n  F i g .  4 ,  
t h e  a b s o r b a n c e  a t  A m a x  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  d y e  c o n c e n t r a t i o n  
( C )  r e s u l t e d  i n  a  l i n e a r  d e t e c t i o n  r a n g e  o f  0 . 5 - 2 5 0  p M  ( R 2  
v a l u e  0 . 9 9 9 ) ,  w i t h  a n  R . S . D .  ( n = 3 )  o f  4 %  a n d  a n  L O D  o f  
0 . 9  p M .  I t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  s i m p l e  
L E D - b a s e d  d e v i c e  m a t c h e d  t h a t  o f  a  c o n v e n t i o n a l  b e n c h  t o p  
i n s t r u m e n t .  
F i g .  3 .  L i n e a r  c a l i b r a t i o n  p l o t  o f  Log o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  l o g ( t )  v s .  B C G  
d y e  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n  =  8 .  
T h e  i n s e t  ( a )  s h o w s  t h e  f u l l  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  
3 . 2 .  D e t e c t o r  r e s p o n s e s  t o  v a r y i n g  l i g h t  s o u r c e  i n t e n s i t y  
A  s t u d y  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t  o f  
v a r y i n g  i l l u m i n a t i o n  i n t e n s i t y  o n  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  d e t e c -  
t o r .  T h e  e m i t t e r  i n t e n s i t y  w a s  c o n t r o l l e d  b y  u s i n g  a  v a r i a b l e  
r e s i s t o r  c o n n e c t e d  d i r e c t l y  t o  t h e  e m i t t e r  L E D  a s  t h e  a m o u n t  
o f  e l e c t r i c a l  c u r r e n t  p a s s i n g  t o  t h e  e m i t t e r  L E D  i s  d i r e c t l y  
p r o p o r t i o n a l  t o  i t s  e m i s s i o n  i n t e n s i t y .  T h e r e f o r e  a n  i n c r e a s e  
i n  t h e  r e s i s t a n c e  r e s u l t s  i n  a  d e c r e a s e  i n  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  
t h e  e m i t t e r  L E D ,  w h i c h  i n  t u r n  r e s u l t s  i n  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  
t i m e  t a k e n  t o  d i s c h a r g e  t h e  d e t e c t o r  L E D .  
A  p H  7  b u f f e r  s o l u t i o n  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  f l o w  c e l l  
f o r  c a .  4  m i n ,  f o l l o w e d  b y  8  p M  B C G  a t  p H  7  a t  a  f l o w  r a t e  o f  
0 . 6  m l l m i n .  T h i s  s a m p l e  w a s  s e l e c t e d  a s  i t  g a v e  a  s i g n i f i c a n t  
c h a n g e  i n  r e s p o n s e  ( d i s c h a r g e  t i m e  o f  c a .  1 0 0  p s )  c o m p a r e d  
t o  t h e  p H  7  b a c k g r o u n d .  V a r i o u s  l i g h t  i n t e n s i t i e s  w e r e  e x -  
a m i n e d  a n d  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  a r e  s h o w n  i n  F i g .  5 .  T h e  
d a t a  s h o w s  t h a t  i n c r e a s i n g  r e s i s t a n c e  t o  r e d u c e  l i g h t  i n t e n s i t y  
r e s u l t s  i n  a  l i n e a r  i n c r e a s e  i n  r e s p o n s e s .  T h e  l a r g e s t  R . S . D .  
( n  =  3 )  s h o w n  i n  F i g .  5  a p p e a r s  t o  b e  b i g  a t  c a .  1 2 % .  T h i s  w a s  
F i g .  4 .  C a l i b r a t i o n  p l o t  o f  a b s o r b a n c e  a t  A, v s .  B C G  d y e  c o n c e n t r a t i o n  
o b t a i n e d  u s i n g  a  p l a t e w e l l  r e a d e r .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e -  
v i a t i o n s  f o r  n  =  3 .  
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F i g .  5 .  A  p l o t  t o  i l l u s t r a t e  t h e  e f f e c t  o f  v a r y i n g  l i g h t  i n t e n s i t y  o n  t h e  d i s c h a r g e  
t i m e  d e t e c t e d  f o r  8  p M  B C G  b y  c h a n g i n g  t h e  r e s i s t a n c e  o f t h e  v a r i a b l e  r e s i s -  
t o r  c o n n e c t i n g  t o  t h e  L E D .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  
f o r n = 3 .  
d u e  t o  t h e  d i f f i c u l t i e s  a s s o c i a t e d  w i t h  u s i n g  a  m a n u a l  v a r i a b l e  
r e s i s t o r  t o  r e p r o d u c e  t h e  e x a c t  r e s i s t a n c e  v a l u e s  a f t e r  e a c h  
e x p e r i m e n t ,  w h i c h  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  b i g  e r r o r  m a r g i n .  W i t h  
f i x e d  r e s i s t o r s  t h e  d a t a  o b t a i n e d  w e r e  m u c h  b e t t e r  a s  s h o w n  
i n  F i g .  6 ,  w h i c h  s h o w s  a  c o m p a r i s o n  o f  t h e  r e p r o d u c i b i l i t y  
o f  t h e  s y s t e m  w i t h :  ( 1 )  n o  a d d i t i o n a l  r e s i s t a n c e  a n d  ( 2 )  a t  
2  k Q .  N o t e  t h a t  t h e  b a s e l i n e s  o f  t h e  t w o  t r a c e s  w e r e  v e r y  
s i m i l a r  a n d  s m o o t h  ( R . S . D .  0 . 0 3 % ) .  T h e  a v e r a g e  r e s p o n s e  
t o  8  p M  B C G  o b t a i n e d  f r o m  ( 1 )  w a s  1 0 4 . 5  f  1 . 9  p s  ( n =  3 )  
w h e r e a s  t h e  a v e r a g e  r e s p o n s e  f r o m  ( 2 )  w a s  4 1 6 . 2  f  1 1 . 6  k s  
( n  =  3 ) .  I n c r e a s i n g  t h e  r e s i s t a n c e  b y  2  k Q  t h e r e f o r e  i m p r o v e d  
t h e  s e n s i t i v i t y  b y  a p p r o x i m a t e l y  a  f a c t o r  o f  4 .  
3 . 3 .  U s i n g  P E D D  t o  m o n i t o r  c o l o u r  c h a n g e s  
T h e  P E D D  f l o w  c e l l  h a s  a l s o  b e e n  u s e d  t o  m o n i t o r  t h e  
p H - d e p e n d e n t  c o l o u r  c h a n g e  o f  B C G .  A  d y e  c o n c e n t r a t i o n  
o f  4 0  p M  w a s  c h o s e n  t o  d e m o n s t r a t e  t h i s  a p p l i c a t i o n  a s  i t  
h a s  g o o d  c o l o u r  d e n s i t y .  T h e  p l o t  o b t a i n e d  s h o w n  i n  F i g .  7  i s  
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F i g .  6 .  R e a l - t i m e  t r a c e s  o b t a i n e d  f o r  8  p M  B C G  s o l u t i o n  b u f f e r e d  a t  p H  7  
u s i n g  t w o  r e s i s t a n c e s  ( 0 . 0 0 6  k Q ,  s o l i d  l i n e  a n d  2  k S 2 ,  d a s h e d  l i n e ) .  T h e  f l o w  
r a t e  u s e d  w a s  0 . 6  m l l m i n .  
F i g .  7 .  A  p l o t  t o  i l l u s t r a t e  t h e  c h a n g e  i n  p H  o f  4 0  F M  B C G  s o l u t i o n  w i t h  t h e  
d i s c h a r g e  t i m e  o f  t h e  P E D D  f l o w  d e t e c t o r  ( 6 ) .  T h e  f i r s t  d e r i v a t i v e  ( d a s h e d  
l i n e )  o f  t h e  b e s t - f i t  l i n e  ( s o l i d  l i n e )  f o r  t h e  d a t a  g a v e  a n  e s t i m a t e d  p K ,  v a l u e  
o f  4 . 5 0 .  
s i g r n o i d a l  i n  s h a p e  w i t h  a  l i n e a r  r a n g e  b e t w e e n  p H  3 . 8  a n d  
5 . 3 .  U s i n g  ~ i c r o s o f t ~ ~  E x c e l  s o l v e r  a n d  m e t h o d  d e v e l o p e d  
b y  D i a m o n d  a n d  H a n r a t t y ,  a  b e s t - f i t  l i n e  w a s  f o u n d  f o r  t h e  
e x p e r i m e n t a l  d a t a  [ 1 9 ] .  T h e  p K a  w a s  d e t e r m i n e d  t o  b e  4 . 5 0  
b y  t a k i n g  t h e  f i r s t  d e r i v a t i v e  o f  t h e  f i t t e d  l i n e ,  w h i c h  i s  s l i g h t l y  
l o w e r  t h a n  t h e  r e p o r t e d  p K a  v a l u e  o f  4 . 7 4  f o r  B C G  a t  r o o m  
t e m p e r a t u r e  [ 2 0 ] .  T h i s  w a s  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  l i m i t a t i o n  o f  
t h e  d a t a  r a n g e ,  w h i c h  r e s u l t e d  i n  a  n o n - s y m m e t r i c a l  G a u s s i a n  
p l o t .  A n  a l t e r n a t i v e  m e t h o d  f o r  p K a  e v a l u a t i o n  w a s  u s e d :  A t  
p H  2 - 3 ,  t h e  a c i d  f o r m  o f  t h e  d y e  w a s  p r e s e n t  a t  a b o u t  1 0 0 % .  
T h i s  c o r r e s p o n d s  t o  a  d i s c h a r g e  t i m e  o f  0 . 0 0  p s .  A t  p H  7 ,  
t h e  d e p r o t o n a t e d  f o r m  d o m i n a t e d  ( c l o s e  t o  1 0 0 % )  a n d  t h i s  
c o r r e s p o n d e d  t o  a  d i s c h a r g e  t i m e  o f  0 . 1  1  p s .  A t  a  d i s c h a r g e  
t i m e  o f  0 . 0 5 5  p s ,  t h e r e  s h o u l d  b e  e q u a l  a m o u n t s  o f  t h e s e  
s p e c i e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  a  p K a  o f  c a .  4 . 7 0 ,  w h i c h  a g r e e s  
b e t t e r  w i t h  t h e  l i t e r a t u r e  d a t a .  
3 . 4 .  F u t u r e  d e v e l o p m e n t s  
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l -  
y s i s  c e l l  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h i s  s i m p l e  l o w - c o s t  d e v i c e  
c a n  b e  u s e d  a s  a  v e r y  s e n s i t i v e  o p t i c a l  d e t e c t o r  f o r  c o l o r i -  
m e t r i c  f l o w  o p t i c a l  s e n s o r  f o r  c o l o r i m e t r i c  f l o w  a n a l y s i s .  T h e  
h i g h  s e n s i t i v i t y ,  a l r e a d y  e v i d e n t  i n  t h i s  s t u d y ,  m a y  b e  f u r -  
t h e r  i m p r o v e d  b y  i n c r e a s i n g  t h e  p a t h l e n g t h  t h r o u g h  m o d i f i -  
c a t i o n  o f  t h e  c h a n n e l  g e o m e t r y .  T h e  P E D D  f l o w  c e l l  m a y  b e  
u s e d  i n  v a r i o u s  c o l o u r - b a s e d  c h e m i c a l  a n a l y s e s ,  e . g .  d e t e c -  
t i o n  o f  p h o s p h a t e s  [ 2 1 ]  o r  n i t r i t e s  [ 2 2 ] .  T o  e n a b l e  c h e m i c a l  
a n a l y s e s  u s i n g  m u l t i p l e  r e a g e n t s ,  a  m u l t i c h a n n e l  f l o w  c e l l  i s  
r e q u i r e d  t o  p e r f o m  r e a g e n t  m i x i n g .  W i t h  d i f f e r e n t  c o n f i g -  
u r a t i o n s ,  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  c a n  a l s o  b e  u s e d  f o r  f l u o r e s -  
c e n c e  d e t e c t i o n .  T h i s  s e n s i n g  a p p r o a c h  t h e r e f o r e  h a s  p o t e n -  
t i a l  f o r  v e r y  b r o a d  a n a l y t i c a l  a p p l i c a t i o n s ,  g i v e n  t h a t  i t  h a s  
t h e  a d v a n t a g e s  o f  v e r y  l o w  c o s t ,  l o w  p o w e r  c o n s u m p t i o n  
1 3 4 4  
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a n d  o f f e r s  h i g h  s e n s i t i v i t y  w i t h  e x c e l l e n t  s i g n a l - t o - n o i s e  
c h a r a c t e r i s t i c s .  
4 .  C o n c l u s i o n s  
W e  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l -  
y s i s  s y s t e m  i s  u s e f u l  f o r  c o l o r i m e t r i c  a n a l y s i s .  T h i s  d e v i c e  
w h i l e  s m a l l ,  c o m p a c t  a n d  i n e x p e n s i v e ,  i s  n e v e r t h e l e s s  h i g h l y  
s e n s i t i v e  a n d  i s  c l e a r l y  c a p a b l e  o f  p r o v i d i n g  l i m i t s  o f  d e t e c -  
t i o n  i n  t h e  n a n o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e .  T h e  p o w e r  c o n -  
s u m p t i o n  r e q u i r e d  i s  e x t r e m e l y  l o w  a n d  t h e  s e n s o r  c a n  b e  
o p e r a t e d  f r o m  a  9 - V  b a t t e r y .  T h e  P E D D  f l o w  c e l l  i s  t h e r e -  
f o r e  v e r y  s u i t a b l e  f o r  s c a l e - u p  a n d  f i e l d  d e p l o y m e n t  i n  a u -  
t o n o m o u s  m o n i t o r i n g  i n s t r u m e n t s .  
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A b s t r a c t  
A  l o w - p o w e r ,  h i g h  s e n s i t i v i t y ,  v e r y  l o w - c o s t  l i g h t  e m i t t i n g  d i o d e  ( L E D ) - b a s e d  d e v i c e  f o r  i n t e n s i t y - b a s e d  l i g h t  m e a s u r e m e n t s  i s  d e s c r i b e d .  I n  
t h i s  a p p r o a c h ,  a  r e v e r s e - b i a s e d  L E D  f u n c t i o n i n g  a s  a  p h o t o d i o d e  i s  c o u p l e d  w i t h  a  s e c o n d  L E D  c o n f i g u r e d  i n  c o n v e n t i o n a l  e m i s s i o n  m o d e .  A  
s i m p l e  t i m e r  c i r c u i t  m e a s u r e s  h o w  l o n g  ( i n  m i c r o s e c o n d )  i t  t a k e s  f o r  t h e  p h o t o c u r r e n t  g e n e r a t e d  o n  t h e  d e t e c t o r  L E D  t o  d i s c h a r g e  i t s  c a p a c i t a n c e  
f r o m  l o g i c  1  ( + 5  V )  t o  l o g i c  0  ( + 1 . 7  V ) .  T h e  e n t i r e  i n s t r u m e n t  p r o v i d e s  a n  i n h e r e n t l y  d i g i t a l  o u t p u t  o f  l i g h t  i n t e n s i t y  m e a s u r e m e n t s  f o r  a  f e w  c e n t s .  
T h i s  l i g h t  i n t e n s i t y  d e p e n d e n t  d i s c h a r g e  p r o c e s s  h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  m e a s u r i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c o l o u r e d  s o l u t i o n s  a n d  a  m a t h e m a t i c a l  m o d e l  
d e v e l o p e d  b a s e d  o n  t h e  B e e r - L a m b e r t  L a w .  
O  2 0 0 5  P u b l i s h e d  b y  E l s e v i e r  B . V .  
K e y w o r d s :  L i g h t  e m i t t i n g  d i o d e ;  P b o t o d i o d e ;  C o l o r i m e t r y ;  O p t i c a l  s e n s o r ;  S e n s o r  n e t w o r k s  
1 .  I n t r o d u c t i o n  
T h e  v a s t  m a j o r i t y  o f  a n a l y t i c a l  m e a s u r e m e n t s  a r e  c u r r e n t l y  
m a d e  u n d e r  s p e c i a l i s t  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n s  u s i n g  b e n c h - t o p  
i n s t r u m e n t s  t h a t  a r e  d e s i g n e d  t o  d e l i v e r  h i g h  p r e c i s i o n  a n d  
a c c u r a c y  f o r  m u l t i p l e  c o m p o n e n t s  i n  s a m p l e s  t h a t  o f t e n  h a v e  
e x t r e m e l y  c o m p l e x  m a t r i c e s .  T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  s o  i n  i m p o r t a n t  
a p p l i c a t i o n  s e c t o r s  s u c h  a s  c l i n i c a l  a s s a y s ,  g e n o m i c / p r o t e o m i c  
r e s e a r c h ,  t h e  p h a r m a  i n d u s t r y  a n d  e n v i r o n m e n t a l  m o n i t o r i n g .  
H o w e v e r ,  i t  i s  b e c o m i n g  c l e a r  t h a t  d e v e l o p m e n t s  i n  a n d  a v a i l a b i l -  
i t y  o f  w i r e l e s s  c o m m u n i c a t i o n s  ( e . g .  G S M ,  3 G ,  8 0 2 . 1 1 ,  B l u e -  
t o o t h ,  Z i g B e e ,  R F I D ,  e t c . )  a n d  p o r t a b l e  c o m p u t i n g  p r o v i d e  a n  
i n f r a s t r u c t u r e  f o r  t h e  f u n c t i o n a l  d e p l o y m e n t  o f  w i r e l e s s  s e n s o r  
n e t w o r k s .  W h i l e  r e s e a r c h  i n  t h i s  a r e a  i s  o v e r w h e l m i n g l y  d o m i -  
n a t e d  b y  d e m o n s t r a t o r  p r o j e c t s  e m p l o y i n g  p h y s i c a l  t r a n s d u c e r s ,  
i t  i s  l o g i c a l  t o  p r e d i c t  t h a t  c h e m i c a l  s e n s o r s  a n d  b i o s e n s o r s  w i l l  
*  C o r r e s p o n d i n g  a u t h o r s .  
E - m a i l  a d d r e s s e s :  k i m . l a u @ d c u . i e  ( K . - T .  L a u ) ,  d e r m o t . d i a m o n d @ d c u . i e  
( D .  D i a m o n d ) .  
b e  i n t r o d u c e d  w h e n  i n e x p e n s i v e ,  r e l i a b l e  d e v i c e s  a r e  a v a i l a b l e  
[ l - 5 1 .  
F o r  e x a m p l e ,  s e n s o r  n e t w o r k s  t a r g e t i n g  i m p o r t a n t  a n a l y t e s  
m a y  b e  d e p l o y e d  t o  c o v e r  a  s t r a t e g i c a l l y  i m p o r t a n t  a r e a ,  f r o m  
w h e r e  t h e  a u t o n o m o u s l y  c o l l e c t e d  d a t a  m a y  b e  h a r v e s t e d  b y  
r e m o t e  s e r v e r s  t h a t  s e e k  o u t  s p e c i f i c  e v e n t s  s u c h  a s  t h r e s h o l d  
c r o s s i n g ,  a n d  t r a w l  f o r  p a t t e r n s  i n  l a r g e r  s c a l e  i n f o r m a t i o n  s e t s  
t h a t  m a y  h e r a l d  t h e  i n i t i a t i o n  o f  a n  e n v i r o n m e n t a l  p o l l u t i o n  
e v e n t ,  o r  t h e  r e l e a s e  o f  h a z a r d o u s  a g e n t  [ 6 ] .  
H o w e v e r ,  t h e  w i d e s p r e a d  d e p l o y m e n t  o f  c h e m i c a l  s e n s o r s  
a n d  b i o s e n s o r s  c a n  o n l y  b e  s u c c e s s f u l l y  a c h i e v e d  i f  d e v i c e s  w i t h  
a p p r o p r i a t e  o p e r a t i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  a r e  a v a i l a b l e  a t  v e r y  l o w  
c o s t .  F o r  e x a m p l e ,  s e n s o r  n e t w o r k s  i n v o l v i n g  m a n y  d e v i c e s  w i l l  
r e q u i r e  t h a t  e a c h  s e n s o r - n o d e  ( i . e .  s e n s o r + s i g n a l  a c q u i s i t i o n  
e l e c t r o n i c s  +  w i r e l e s s  c o m m u n i c a t i o n )  c o s t s  a  f e w  c e n t s  o r  l e s s  
a n d  c a n  o p e r a t e  r e l i a b l y  f o r  u p  t o  y e a r s  a t  a  t i m e  w h i l e  s i m u l -  
t a n e o u s l y  c o n s u m i n g  v e r y  l o w  ( v i r t u a l l y  n o )  p o w e r .  T h i s  c o n -  
c e p t  p o s e s  s i g n i f i c a n t  c h a l l e n g e s  f o r  c h e m i c a l  s e n s o r / b i o s e n s o r  
r e s e a r c h ,  a s  n o  s u c h  d e v i c e s  a r e  c u r r e n t l y  a v a i l a b l e ,  a n d  s e n s o r  
n e t w o r k  r e s e a r c h  i s  t h e r e f o r e  d o m i n a t e d  b y  p h y s i c a l  m e a s u r e -  
m e n t s  s u c h  a s  l i g h t  d e n s i t y  a n d  t e m p e r a t u r e .  T h i s  s i t u a t i o n  h a s  
0 0 0 3 - 2 6 7 0 1 5  -  s e e  f r o n t  m a t t e r  O  2 0 0 5  P u b l i s h e d  b y  E l s e v i e r  B . V .  
d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . a c a . 2 0 0 5 . 1 0 . 0 4 6  
1 1 2  
K . - T  L a u  e l  a l .  / A n a l y t i c a  C h i m i c a  A c t a  5 5 7  ( 2 0 0 6 )  1 1 1 - 1 1 6  
p r o m p t e d  u s  t o  e x p l o r e  v a r i o u s  s t r a t e g i e s  f o r  m a k i n g  l o n g - t e r m  
f i e l d  m e a s u r e m e n t s  u s i n g  s t a b l e  r e a g e n t s  i n  a  l a b - o n - a - c h i p  
i n s t r u m e n t  c o n f i g u r a t i o n  [ 7 ] ,  a n d  s i m u l t a n e o u s l y  d e v e l o p i n g  
v e r y  l o w - c o s t  d e v i c e  p l a t f o r m s  f o r  m a k i n g  a n a l y t i c a l  m e a s u r e -  
m e n t s  [ S ] .  
L i g h t  e m i t t i n g  d i o d e s  ( L E D s )  a r e  r o b u s t ,  l o w  c o s t ,  l o w  p o w e r ,  
v e r y  e f f i c i e n t  i n  t e r m s  o f  e n e r g y  c o n v e r s i o n ,  s m a l l  s i z e  a n d  t h e y  
c o v e r  a n  i n c r e a s i n g l y  b r o a d  s p e c t r a l  r a n g e  f r o m  U V  t o  n e a r  
i n f r a r e d .  T h e s e  p r o p e r t i e s  a r e  i d e a l  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  o p t i -  
c a l  d e v i c e s  a n d  c o n s e q u e n t l y  L E D s  h a v e  b e e n  w i d e l y  u s e d  i n  
c o n s u m e r  e l e c t r o n i c  d e v i c e s ,  a n d  i n  m o r e  s p e c i a l i s t  a p p l i c a t i o n s  
s u c h  t h e  i l l u m i n a t i o n  s o u r c e  f o r  f i b r e  o p t i c a l  s e n s o r s  [ 9 - 1 6 1  a n d  
r e f l e c t o m e t e r s  [ 1 7 ] .  T h e  c o n c e p t  o f u s i n g  L E D s  a s  l i g h t  d e t e c t o r s  
h a s  a l r e a d y  b e e n  e x p l o r e d  b y  M i m s  a n d  D i e t z  e t  a l .  T h e s e  w o r k -  
e r s  u s e d  a  s i m p l e  c i r c u i t  t h a t  c o n t a i n e d  a n  o p e r a t i o n a l  a m p l i f i e r  
t o  m e a s u r e  t h e  p h o t o c u r r e n t  o b t a i n e d  b y  a  r e v e r s e - b i a s e d  L E D ,  
a n d  h a v e  u s e d  t h i s  L E D  s e n s o r  f o r  d e t e c t i n g  s u n l i g h t  i n t e n s i t y  
[ 1 8 , 1 9 ] .  
A s  L E D - p h o t o d i o d e s  a r e  c o n s i d e r a b l y  l e s s  s e n s i t i v e  t h a n  
c o m m e r c i a l  p h o t o d i o d e s  ( w e  t y p i c a l l y  f i n d  t h e  p h o t o c u r r e n t  t o  
b e  a r o u n d  1 0 - 1 0 0  t i m e s  s m a l l e r ) ,  d i r e c t  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  
p h o t o c u r r e n t  i s  d i f f i c u l t  w i t h o u t  a m p l i f i c a t i o n ,  a n d  r e q u i r e s  a n  
e x p e n s i v e  p i c o a m m e t e r .  H o w e v e r ,  o u r  p r e v i o u s  w o r k  [ S ]  h a s  
s h o w n  t h a t  v e r y  a c c u r a t e  a n d  p r e c i s e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  p h o -  
t o c u r r e n t  i s  p o s s i b l e  u s i n g  a  s i m p l e  t h r e s h o l d  d e t e c t o r  a n d  t i m e r  
c i r c u i t .  B a s i c a l l y ,  t h e  s e n s i n g  L E D  i s  r e v e r s e - b i a s e d  t o  + 5  V  
( l o g i c  1 )  a n d  o n  s w i t c h i n g  t o  m e a s u r e m e n t  m o d e ,  t h i s  c h a r g e  
i s  s u s t a i n e d  b y  t h e  i n h e r e n t  c a p a c i t a n c e  o f  t h e  d i o d e  ( t y p i c a l l y  
p i c o F a r a d s ) .  T h e  t i m e  t a k e n  f o r  t h e  p h o t o c u r r e n t  f r o m  t h e  L E D  
s e n s o r  t o  d i s c h a r g e  t h i s  v o l t a g e  t o  l o g i c  0  ( + 1 . 7  V )  i s  m e a s u r e d ,  
a n d  i s  o b v i o u s l y  r e l a t e d  t o  t h e  i n c i d e n t  l i g h t  i n t e n s i t y .  T h i s  
e x t r e m e l y  l o w - c o s t  a p p r o a c h  p r o v i d e s  i n h e r e n t l y  d i g i t a l  m e a -  
s u r e m e n t  o f  l i g h t  i n t e n s i t y  w i t h o u t  a m p l i f i c a t i o n ,  w h i l e  s i m u l t a -  
n e o u s l y  p r o v i d i n g  e x c e l l e n t  s i g n a l - t o - n o i s e  c h a r a c t e r i s t i c s ,  d u e  
t o  t h e  s i g n a l  i n t e g r a t i o n  o v e r  t h e  m e a s u r e m e n t .  I n  t h i s  c o n f i g -  
u r a t i o n ,  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  L E D - p h o t o d i o d e  i s  i m p r o v e d  a n d  
b e c o m e s  m o r e  a t t r a c t i v e  t h a n  a  c o n v e n t i o n a l  ( a n d  m o r e  e x p e n -  
s i v e )  p h o t o d i o d e ,  w h i c h  d i s c h a r g e s  t h e  c a p a c i t o r  m u c h  m o r e  
q u i c k l y ,  m a k i n g  t i m e - b a s e d  d i s c r i m i n a t i o n  m o r e  d i f f i c u l t  a n d  
e x p e n s i v e .  
2 .  T h e o r e t i c a l  m o d e l  
A  m a t h e m a t i c a l  m o d e l  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  t o  r e l a t e  t h i s  s e n s -  
i n g  s t r a t e g y  t o  c o n v e n t i o n a l  a n a l y t i c a l  m e a s u r e m e n t s  b a s e d  o n  
t h e  B e e r - L a m b e r t  L a w .  F i g .  1  i s  t h e  L E D  e q u i v a l e n t  c i r c u i t .  T h e  
I  l i g h t  
I  
F i g .  1 .  A  s c h e m a t i c  o f  L E D  e q u i v a l e n t  c i r c u i t .  
l i g h t - s e n s i n g  L E D  i s  r e v e r s e - b i a s e d  t o  5  V  a n d  i s  d i s c h a r g e d  b y  
t h e  p h o t o c u r r e n t  i l i g h t  g e n e r a t e d  b y  t h e  i n c o m i n g  l i g h t .  
A n o t h e r  d i s c h a r g i n g  p r o c e s s  a l s o  o c c u r s  n a t u r a l l y  i n  p a r a l -  
l e l  i n  w h i c h  t h e  c i r c u i t  d i s c h a r g e s  i t s e l f  i n  c o m p l e t e  d a r k n e s s  
v i a  a  s m a l l  ( d a r k )  c u r r e n t  i d i , ,  w h i c h  i s  n o r m a l l y  i n s i g n i f i c a n t  
c o m p a r e d  t o  i l i g h t .  T y p i c a l l y ,  u n d e r  s t r o n g  i l l u m i n a t i o n ,  w e  h a v e  
f o u n d  t h e  d i s c h a r g e  t i m e  t o  b e  i n  t h e  r e g i o n  o f  m i c r o s e c o n d s ,  
w h e r e a s  i n  c o m p l e t e  d a r k n e s s ,  i t  d i s c h a r g e s  i n  c a .  3 0 0  m s .  
I n  g e n e r a l ,  t h e  t o t a l  d i s c h a r g e  t i m e  t  f o r  t h e  L E D  e q u i v a l e n t  
c i r c u i t  c a n  b e  d e s c r i b e d  a s  
w h e r e  Q  i s  a c c u m u l a t e d  c h a r g e  ( a  c o n s t a n t ) .  
W h e n  i ~ i g h t  >> i d i s  
i . e .  t h e  t i m e  t a k e n  t o  d i s c h a r g e  t h e  c a p a c i t o r  i s  i n v e r s e l y  p r o -  
p o r t i o n a l  t o  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  i n c i d e n t  l i g h t ,  a s  t h e  q u a n t i t y  o f  
e l e c t r i c  c h a r g e  ( Q )  i s  a  c o n s t a n t .  
W h e n  l i g h t  p a s s e s  t h r o u g h  a  c o l o u r e d  s a m p l e  s o l u t i o n ,  t h e  
e m i t t e d  l i g h t  i n t e n s i t y  ( I )  i s  r e d u c e d  r e l a t i v e  t o  t h e  i n c i d e n t  
l i g h t  i n t e n s i t y  ( I , )  d u e  t o  a b s o r b a n c e  o f  t h e  l i g h t  e n e r g y  b y  t h e  
a n a l y t e  a t  c e r t a i n  w a v e l e n g t h s .  T h e  s a m p l e  a b s o r b a n c e  ( A )  i s  
r e l a t e d  t o  t h e s e  i n t e n s i t i e s  a n d  t h e  s a m p l e  c o n c e n t r a t i o n  b y  t h e  
B e e r - L a m b e r t  L a w ,  
A  =  l o g  ( + )  =  E C I  
w h e r e  1  i s  t h e  o p t i c a l  p a t h  l e n g t h  t h r o u g h  t h e  s o l u t i o n ,  E  t h e  m o l a r  
e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  ( m o l / l / c m )  a t  a  p a r t i c u l a r  w a v e l e n g t h  a n d  
C i s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a b s o r b i n g  s p e c i e s .  S u b s t i t u t i n g  ( 2 )  
i n t o  ( 3 )  w e  g e t ,  
A  =  l o g  ( $ )  =  l o g  ( i )  =  d l  
w h e r e  t o  i s  t h e  t i m e  t o  d i s c h a r g e  t o  a p r e s e t  v o l t a g e  i n  t h e  a b s e n c e  
o f  t h e  c o l o u r e d  s p e c i e s  i n  s o l u t i o n  ( a  c o n s t a n t ) ;  t h e r e f o r e ,  w e  c a n  
s a y ,  
E q .  ( 5 )  p r e d i c t s  t h a t  i f  t h e  B e e r - L a m b e r t  L a w  h o l d s ,  a n d  t h e  
d a r k  c u r r e n t  f r o m  t h e  c a p a c i t o r  i s  n e g l i g i b l e  c o m p a r e d  t o  t h e  
p h o t o - d i s c h a r g e  c u r r e n t ,  t h e n  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a b s o r b i n g  
a n a l y t e  i s  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  l o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e ,  w i t h  t h e  
i n t e r c e p t  b e i n g  l o g ( t o ) .  
3 .  E x p e r i m e n t a l  
3 . 1 .  C h e m i c a l s  a n d  m a t e r i a l s  
L i g h t  e m i t t i n g  d i o d e s  a n d  p h o t o d i o d e s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  
w e r e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  p r o d u c t s  f r o m  v a r i o u s  m a n u f a c -  
t u r e r s  ( K i n g b r i g h t ,  L E D - T e c h ,  A g i l e n t ,  N i t i a - K a g a k ,  T o s h i b a  
a n d  S i e m e n s ) .  
K . - T  L u u  e t  u l .  / A n u l y t i c u  C h b  
n i c a  A c t u  5 5 7  ( 2 0 0 6 )  1 1  1 - 1 1 6  
1 1 3  
F i g .  2 .  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  d e t e c t o r  c e l l  u s e d  f o r  c h e m i c a l  s e n s i n g .  
B r o m o c r e s o l  g r e e n ,  1 , l O - p h e n a n t h r o l i n e  a n d  f e r r o u s  a m r n o -  
n i u m  s u l p h a t e  h e x a h y d r a t e  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  S i g m a -  
A l d r i c h ,  D u b l i n ,  I r e l a n d .  A l l  r e a g e n t s  u s e d  w e r e  o f  a n a l y t i c a l  
g r a d e .  
3 . 2 .  O p t i c a l  c e l l  c o n s t r u c t i o n  
A  s i m p l e  m e a s u r i n g  s y s t e m  w a s  c o n s t r u c t e d  i n  h o u s e  ( F i g .  2 )  
b y  f i r s t l y  m i l l i n g  a  c a v i t y  ( 1 . 3  c m  l e n g t h  x  0 . 4  c m  w i d t h  x  2  c m  
h e i g h t )  i n  t w o  s e p a r a t e  i d e n t i c a l  p i e c e s  o f  b l a c k  n y l o n  ( w i d t h  
2  c m ,  h e i g h t  2 . 8  c m  a n d  l e n g t h  3 . 2  c m ) .  T h e  t w o  s e c t i o n s  w e r e  
t h e n  j o i n e d  t o g e t h e r  u s i n g  b l a c k  s i l i c o n  g l u e  t o  f o r m  a  s a m -  
p l e  w e l l  ( 1 . 3  c m  l e n g t h  x  0 . 4  c m  w i d t h  x  1 . 5  c m  h e i g h t ) ,  w h i c h  
c o u l d  h o l d  1  m L  o f  s o l u t i o n .  T w o  s m a l l  c o m p a r t m e n t  h o l e s  
( d  =  5  m m )  w e r e  f a b r i c a t e d  o n  o p p o s i t e  s i d e s  o f  t h e  c e l l  a n d  t h e  
L E D s  w e r e  s e c u r e d  i n  f a c i n g  e a c h  o t h e r  i n  p e r f e c t  a l i g n m e n t .  
P M M A  t r a n s p a r e n t  s l i d e s  ( w i d t h  1 . 5  c m  a n d  h e i g h t  2 . 5  c m )  w e r e  
f i x e d  i n  f r o n t  o f  t h e  L E D s  t o  s e a l  a n d  a c t  a s  w i n d o w s  f o r  t h e  L E D s  
u s i n g  A r a l d i t e  g l u e  ( R S  C o m p o n e n t s ,  I r e l a n d ) .  T h e  c e l l  w a s  t h e n  
c o v e r e d  b y  a  b l a c k  n y l o n  l i d  ( w i d t h  2  c m  x  l e n g t h  3 . 2  c m )  t o  
e x c l u d e  a m b i e n t  l i g h t .  
4 .  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
4 . 1 .  D i s c h a r g e  o f  L E D  
T h e  c a p a c i t a n c e  o f  l i g h t  e m i t t i n g  d i o d e s  i s  t y p i c a l l y  i n  t h e  
r e g i o n  o f  p i c o F a r a d s .  H e n c e ,  t h e  d i s c h a r g e  t i m e  f o r  s u c h  d e v i c e s  
w i l l  b e  s m a l l  r a n g i n g  f r o m  m i c r o s e c o n d s  u n d e r  b r i g h t  l i g h t  t o  
i n i l l i s e c o n d s  i n  l o w  l i g h t  c o n d i t i o n s .  F i g .  3  i s  a  t y p i c a l  d i s c h a r g e  
p r o f i l e  f o r  a n  L E D  w i t h  A m a x  o f  e m i s s i o n  a t  6 1 0  n m  o b t a i n e d  
f r o m  a  F l u k e  s c o p ~ e t e r R  ( F l u k e  C o r p o r a t i o n ,  W A ,  U S A ) .  T h e  
L E D  w a s  c h a r g e d  u p  a n d  h e l d  a t  5  V  f o r  5 0 0  ~ s  b e f o r e  b e i n g  
d i s c h a r g e d  u n d e r  f l u o r e s c e n t  l i g h t i n g .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  d i s c h a r g e  
t i m e  i s  c a .  1 3 2  p , s .  
T h e  t i m e r  c i r c u i t  w e  h a v e  d e v e l o p e d  t o  m e a s u r e  t h i s  d i s -  
c h a r g e  t i m e  o f f e r s  1 6  b i t  r e s o l u t i o n  a n d  a  s a m p l i n g  r a t e  o f  c a .  
7  d a t a p o i n t s l s .  G e n e r a l l y ,  w e  u s e  a  s a m p l i n g  t i m e  o f  1 0  s  a n d  
s t o r e  t h e  a v e r a g e  v a l u e  o b t a i n e d .  
I n p u t  A  
2  
0  p s  
5 0 0  ~6- 6 3 2  p s  
- 1  p s  F l e s b o n s e  t i m e  =  1 3 2  p s  
F i g .  3 .  T y p i c a l  d i s c h a r g e  c w e  f o r  a n  L E D  c h a r g e d u p  t o  5  V  a n d  t h e n  d i s c h a r g e d  
t o  a  t h r e s h o l d  o f  1 . 7 V  u n d e r  a r t i f i c i a l  l i g h t i n g  ( f l u o r e s c e n t  t u b e ) .  
4 . 2 .  V a l i d a t i o n  o f  L E D  l i g h t  s e n s o r  
E x p e r i m e n t s  w e r e  a l s o  c a r r i e d  o u t  t o  v e r i f y  t h e  r e s p o n s e  c h a r -  
a c t e r i s t i c s  o f  t h e  L E D  l i g h t  s e n s o r s .  F i g .  4  ( i n s e t )  s h o w s  t h e  
l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  i n c r e a s i n g  l o a d  ( c u r r e n t  l i m i t i n g )  
r e s i s t a n c e  o n  a n  L E D  e m i t t e r  (A,, =  6 2 0 n m )  a n d  t h e  r e s u l t -  
i n g  l i g h t  i n t e n s i t y  o b s e r v e d  b y  a  l i g h t  d e p e n d e n t  r e s i s t o r  ( L D R ) .  
T h i s  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  L D R  r e s p o n s e  ( R )  i s  i n c r e a s e d  l i n -  
e a r l y  w i t h  t h e  c u r r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t a n c e .  T h e  r e s p o n s e  o f  t h e  
L D R  t o  v a r y i n g  l i g h t  i n t e n s i t y  i s  w e l l  e s t a b l i s h e d  s u c h  t h a t  
l i g h t  i n t e n s i t y  ( i l i g h t )  i s  i n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  o b s e r v e d  
r e s i s t a n c e  ( R ) .  T h e r e f o r e ,  i t  c a n  b e  d e d u c e d  t h a t  i n c r e a s i n g  t h e  
l o a d  r e s i s t a n c e  r e d u c e s  L E D  o u t p u t  i n t e n s i t y  a n d  t h a t  t h e  o u t p u t  
l i g h t  i n t e n s i t y  f r o m  a n  L E D  i s  i n v e r s e l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  c u r -  
r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t a n c e ,  i . e .  i l i g h t  C <  1 1 R .  T h i s  e x p e r i m e n t  w a s  
r e p e a t e d  b y  s u b s t i t u t i n g  t h e  L D R  w i t h  a n  L E D  l i g h t  s e n s o r  
(A, , = 6 2 0 n m ) .  T h e  r e s u l t s  ( F i g .  4 )  s h o w  t h a t  t h e  d i s c h a r g e  
I  
1  a p p l i e d  A e r ~ l s t a r i c * /  k o h m  
0  4  
1  
0  1  2  3  4  5  
r e s i s t a n c e  ( k a h m )  
F i g .  4 .  D e c a y  t i m e  o f  d e t e c t o r  L E D  v s .  t h e  c u r r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t a n c e  u s e d  t o  
c o n t r o l  i n t e n s i t y  o f  t h e  e m i t t e r .  T h e  e m i t t e r - d e t e c t o r  L E D s  w e r e  1  c m  a p a r t .  
I n s e t :  a  l i n e a r  p l o t  o b t a i n e d  b y  i n c r e a s i n g  c u r r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t a n c e  a p p l i e d  t o  
a n  L E D  e m i t t e r  c i r c u i t r y  w h i c h  r e s u l t s  i n  a  c h a n g e  i n  l i g h t  i n t e n s i t y  m e a s u r e d  
w i t h  a  l i g h t  d e p e n d e n t  r e s i s t o r .  
1 1 4  
K . - Z  L . u u  e l  n l .  / A n a l y l i c a  C h i m i c a  A c t a  5 5 7  ( 2 0 0 6 )  1 1 1 - 1 1 6  
x  4 3 0 n m  
6 3 5 n m  
2  4  6  8  1 0  
1  I  R e l a t i v e  l i g h t  i n t e n s i t y  
F i g .  5 .  D e t e c t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  L E D s  w i t h  v a r y i n g  A, c o n f i g u r e d  a s  l i g h t  
s e n s o r s .  T h e  s o u r c e  u s e d  w a s  a n  L E D  w i t h  e m i s s i o n  A, a t  6 6 0  n m .  
t i m e  t  i n c r e a s e s  l i n e a r l y  w i t h  c u r r e n t  l i m i t i n g  r e s i s t a n c e ,  w h i c h  
m a y  b e  e x p r e s s e d  a s  t h e  r e c i p r o c a l  o f  l i g h t  i n t e n s i t y ,  a n d  i s  t h e r e -  
f o r e  i n  a g r e e m e n t  w i t h  E q .  ( 2 )  ( i . e .  t  o c  l l i a E h t )  u p  t o  a  l i m i t i n g  
v a l u e  w h e r e  t h e  i n c i d e n t  l i g h t  i n t e n s i t y  i s  t o o  l o w  t o  b e  d i s t i n -  
g u i s h e d .  
4 . 3 .  C o m p a r i s o n  o f  v a r i o u s  L E D s  a s  l i g h t  d e t e c t o r s  
U s i n g  a  c o n s t a n t  e m i t t e r  L E D  ( e m i s s i o n  A,, =  6 6 0  n m )  a s  
a n  e n e r g y  s o u r c e ,  a n d  s e r i e s  o f n e u t r a l  d e n s i t y  f i l t e r s  t o  v a r y  l i g h t  
o u t p u t  i n t e n s i t y  ( r e l a t i v e  i n t e n s i t i e s  o f  1 ,  2 . 8  a n d  8 . 3 ) ,  t h e  e f f e c t  
o f  L E D  A m a x  o n  t h e  s e n s i t i v i t y  o f  L E D  l i g h t  s e n s o r s  w a s  i n v e s -  
t i g a t e d .  T h e  r e s u l t s  ( F i g .  5 )  s h o w  t h a t  t h e  L E D s  h a v e  a  l i n e a r  
r e s p o n s e  t o  t h e  i n v e r s e  o f  i n c i d e n t  l i g h t  i n t e n s i t y ,  a s  p r e d i c t e d  
b y  E q .  ( 2 ) .  D i s c h a r g e  r a t e  i s  f a s t e s t  f o r  t h e  6 6 0 n m  L E D  s e n -  
s o r ,  a n d  t h e  d i s c h a r g e  t i m e  i n c r e a s e s  w i t h  d e c r e a s i n g  A m a x .  T h e  
5 6 7 , 4 7 0  a n d  4 3 0  n m  L E D s  d i d  n o t  p r o d u c e  a  p h o t o c u r r e n t  l a r g e  
e n o u g h  t o  b e  d e t e c t e d  b y  t h e  t i m e r  c i r c u i t .  I n  L E D s ,  t h e  p h o -  
t o n  e n e r g y  d i s t r i b u t i o n  i s  c e n t r e d  o n  t h e  A,, w i t h  a  r e l a t i v e l y  
s m a l l  s p r e a d ,  d e f i n e d  b y  t h e  c o r r e s p o n d i n g  d i s t r i b u t i o n  o f e n e r g y  
l e v e l s  ( b a n d  g a p )  i n  t h e  s e m i c o n d u c t o r .  I n  l i g h t - s e n s i n g  m o d e ,  
t h e  s a m e  e n e r g y  l e v e l  d i s t r i b u t i o n s  a r e  i n v o l v e d ,  a n d  g e n e r a -  
t i o n  o f  c h a r g e  c a r r i e r s  c a n  o n l y  h a p p e n  i f  t h e  i n c o m i n g  p h o t o n s  
h a v e  e n o u g h  e n e r g y  t o  g e n e r a t e  e l e c t r o n  t r a n s i t i o n s  a c r o s s  t h e s e  
e n e r g y  l e v e l s .  I n  t h e  c a s e  o f  t h e  5 6 7 ,  4 7 0  a n d  4 3 0 n m  L E D s ,  
t h e  b a n d  g a p  i s  t o o  g r e a t  f o r  t h e  i n c o m i n g  p h o t o n s  c e n t r e d  o n  
6 6 0 n m  t o  c a u s e  t r a n s i t i o n s .  A s  t h e  A m a x  o f  t h e  L E D  s e n s o r  
i n c r e a s e s  t o w a r d s  6 6 0 n m ,  t h e  b a n d  g a p  b e c o m e s  c o r r e s p o n d -  
i n g l y  s m a l l e r ,  t h e  p o p u l a t i o n  o f  p h o t o n s  c a p a b l e  o f  c a u s i n g  
t r a n s i t i o n s  i n c r e a s e s ,  r e s u l t i n g  i n  s m a l l e r  d i s c h a r g e  t i m e s  f r o m  
t h e  m e a s u r e m e n t  c i r c u i t .  
4 . 4 .  C o m p a r i s o n  t o  p h o t o d i o d e s  
P h o t o d i o d e s  ( P D s )  a r e  k n o w n  t o  b e  m u c h  b e t t e r  l i g h t  
d e t e c t o r  t h a n  L E D s  b e c a u s e  t h e y  a r e  c o n f i g u r e d  t o  o p t i m i s e  
l i g h t  d e t e c t i o n  r a t h e r  t h a n  t o  e m i t  l i g h t .  T h e r e f o r e ,  a  P D  
w o u l d  b e  m u c h  m o r e  s e n s i t i v e  t h a n  a n  L E D  w h e n  m e a s u r i n g  
t h e  p h o t o c u r r e n t  o u t p u t  d i r e c t l y  u p o n  l i g h t  i r r a d i a t i o n .  H o w -  
I /  R e l a t i v e  l i g h t  i n t e n s i t y  
F i g .  6 .  D e t e c t i o n  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  v a r i o u s  c o m m e r c i a l  P D  l i g h t  s e n s o r s  u s i n g  
d e c a y  t i m e  l i g h t  m e a s u r i n g  r e g i m e .  T h e  s o u r c e  u s e d  w a s  a n  L E D  w i t h  e m i s s i o n  
A,, a t  6 6 0  n m .  I n s e t :  t h e  p l o t s  f r o m  a  P D  a n d  a n  L E D  w h e n  t h e  6 6 0  n l n  L E D  
l i g h t  s o u r c e  b a n d  g a p  m a t c h e s  t h e  d e t e c t o r s .  T h e  L E D  d e t e c t o r  s h o w s  b e t t e r  
s e n s i t i v i t y  t h a n  t h e  P D .  
e v e r ,  L E D  l i g h t  d e t e c t o r  b a s e d  o n  m e a s u r i n g  c h a r g e  d e c a y  
t i m e  i m p r o v e s  t h e  s e n s i t i v i t y  s i g n i f i c a n t l y  b y  n o i s e  r e d u c -  
t i o n  i n h e r e n t  t o  t h i s  t e c h n i q u e  a n d  b y  u s i n g  d a t a  a v e r a g i n g .  
T h e  r e s p o n s e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  P D s  t o  v a r y i n g  l i g h t  i n t e n -  
s i t y  w e r e  c o m p a r e d  t o  t h o s e  o f  L E D s .  I t  h a s  t o  b e  s t r e s s e d  
t h a t  i t  i s  t h e  s e n s i t i v i t y  t o  a  c h a n g e  i n  l i g h t  i n t e n s i t y  t h a t  i s  
i m p o r t a n t  t o  a n  i n t e n s i t y - b a s e d  o p t i c a l  d e t e c t o r .  O n  t h e  o t h e r  
h a n d ,  t h e  d e t e c t o r  h a s  t o  o f f e r  s u f f i c i e n t  s e n s i t i v i t y  t o  l o w  
l i g h t  i n t e n s i t y  t o  d e t e c t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  o f  l i g h t  a b s o r b i n g  
s p e c i e s .  
F i v e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  p h o t o d i o d e s  w e r e  u s e d  i n  t h e  
c i r c u i t r y  r e p l a c i n g  L E D s  f o r  l i g h t  m e a s u r e m e n t .  F i g .  6  s h o w s  
t h a t  s i m i l a r  l i n e a r  p l o t s  t o  t h o s e  s h o w n  i n  F i g .  5  w e r e  g e n e r a t e d  
b y  P D s ,  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  L E D s  a n d  P D s  a r e  i n t e r c h a n g e -  
a b l e  i n  t h i s  m o d e  o f  l i g h t  m e a s u r e m e n t .  H o w e v e r ,  i t  c a n  b e  
s e e n  b y  c o m p a r i n g  F i g s .  5  a n d  6  t h a t  p h o t o d i o d e s  a r e  ( a p p r o x -  
i m a t e l y  1 0  t i m e s )  m o r e  e f f i c i e n t  i n  p r o d u c i n g  p h o t o c u r r e n t  a n d  
t h e r e f o r e ,  d i s c h a r g e d  a t  a  m u c h  f a s t e r  r a t e  t h a n  t h e i r  L E D  c o u n -  
t e r p a r t s .  H o w e v e r ,  t h e  l o w e r  p h o t o c u r r e n t  p r o d u c i n g  e f f i c i e n c y  
b y  L E D s  t u r n s  o u t  t o  b e  a n  a d v a n t a g e  i n  t h i s  p a r t i c u l a r  m o d e  
o f  o p e r a t i o n .  I t  c a n  b e  c l e a r l y  s e e n  t h a t  t h e  s l o p e s  o f  r e s p o n s e  
t o  l i g h t  i n t e n s i t y  b y  L E D  d e t e c t o r s  a r e  a p p r o x i m a t e l y  a n  o r d e r  
o f  m a g n i t u d e  h i g h e r  t h a n  t h o s e  o b t a i n e d  b y  P D s  ( t h e  r a n g e  o f  
s l o p e s  o b s e r v e d  f o r  P D s  a r e  c a .  0 . 3 - 3  x  l o 2  p s l u n i t ,  w h e r e a s  
f o r  L E D s  t h e  o b s e r v e d  v a l u e s  a r e  c a .  0 . 3 - 5  x  l o 3  p s l u n i t ) .  T h e  
i n s e t  i n F i g .  6  c o m p a r e s  t h e  r e s p o n s e s  f r o m  a n  L E D  d e t e c t o r  a n d  
a  P D  i n  s i t u a t i o n  w h e n  t h e  l i g h t  s o u r c e  b a n d  g a p  o v e r l a p s  w i t h  
t h a t  o f  t h e  d e t e c t o r s .  I n  t h i s  c a s e ,  t h e  s l o p e  o b t a i n e d  f o r  L E D  
d e t e c t o r  w a s  2 7 4 . 5  p s l u n i t ,  w h i c h  w a s  e i g h t  t i m e s  h i g h e r  t h a n  
t h a t  o b t a i n e d  w i t h  a  P D  ( 3 4 . 9  ~ s l u n i t ) .  T h e s e  d a t a  h a v e  s h o w n  
t h a t  t h i s  t e c h n i q u e  h a s  r e v e r s e d  t h e  o r d e r  o f  s e n s i t i v i t y  o b s e r v e d  
b y  t h e  c o n v e n t i o n a l  m e t h o d  t h a t  m e a s u r e s  d i r e c t l y  p h o t o c u r r e n t  
a n d  t h a t  L E D  d e t e c t o r s  o p e r a t e d  i n  t h i s  p r o p o s e d  t e c h n i q u e  a r e  
s u p e r i o r  t o  P D s .  
K . - i ?  L a u  e t  a l .  /  A ~ ~ u l y t i c a  (  
? h i m i c a  A c t a  5 5 7  ( 2 0 0 6 )  1 1 1 - 1 1 6  
+  1 .  /  J I M  B C G  
0  2 0  4 0  6 0  8 0  
( b )  t i m e  I  s  
F i g .  7 .  ( a )  A  p l o t  o f L E D  s e n s o r  d i s c h a r g e  t i m e  ( l o g  f )  v s .  B C G  d y e  c o n c e n t r a t i o n  
( n  =  3  a n d  R . S . D .  < 0 . 1 % ) .  ( b )  T h e  r e a l  t i m e  r e s p o n s e  o f  t h e  s y s t e m  t o  a d d i t i o n s  
o f  B C G  a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s .  
4 . 5 .  C o l o u r  m e a s u r e n z e n t  w i t h  p a i r e d  L E D  s e n s o r  s y s t e m  
U s i n g  t h e  o p t i c a l  c e l l  d e s c r i b e d  i n  F i g .  2 ,  t h e  e f f e c t i v e n e s s  
o f  a  p a i r e d  L E D  e m i t t e r - s e n s o r  f o r  p h o t o m e t r i c  m e a s u r e m e n t s  
w a s  i n v e s t i g a t e d .  V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  b r o m o c r e s o l  g r e e n  
s o l u t i o n s  m a d e  u p  i n  p H  7  b u f f e r  w e r e  p l a c e d  i n t o  t h e  o p t i -  
c a l  c e l l  a n d  t h e  t r a n s m i t t e d  l i g h t  i n t e n s i t y  m e a s u r e d  b y  t h e  L E D  
d e t e c t o r  ( e m i t t e r  A, , =  d e t e c t o r  A,, =  6 1  0  n m )  w h i c h  o v e r l a p s  
s t r o n g l y  w i t h  t h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r u m  o f  t h e  d y e .  T h e  l o g  o f  t h e  
d i s c h a r g e  t i m e s  ( l o g  t )  o b t a i n e d  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  d y e  c o n c e n -  
t r a t i o n  ( c )  ( E q .  ( 5 ) ) ,  a n d  a  s t r a i g h t  l i n e  w i t h  R ~  v a l u e  o f  0 . 9 9 8  w a s  
o b t a i n e d  ( F i g .  7 a ) .  T h e  l o w e s t  d y e  c o n c e n t r a t i o n  d e t e c t e d  w a s  
0 . 1  e M  a s  s h o w n  i n  F i g .  7 b .  T h i s  r e a l  t i m e  r e s p o n s e  t r a c e  s h o w e d  
t h a t  t h e  d i s c h a r g e  t i m e  ( r e s p o n s e  o b t a i n e d )  f o r  t h e  b a s e l i n e  w a s  
1 2 , 8 8 4  f  1 0 . 9  k s  f o r  n  = 2 0  d a t a  p o i n t s ,  w h e r e a s  t h e  r e s p o n s e  
o b t a i n e d  f o r  0 . 1  p M  B C G  w a s ,  f o r  n = 2 0 ,  1 3 , 0 0 4 . 8  f  1 7 . 5  p s ,  
w h i c h  j u s t  e x c e e d e d  t h e  t h r e s h o l d  v a l u e  o f  1 2 , 9 8 5  p s  c a l c u l a t e d  
f r o m  [ b a s e l i n e + 3  s t a n d a r d  d e v i a t i o n ] .  T h e s e  r e s u l t s  d e m o n -  
s t r a t e  t h a t ,  e v e n  w i t h o u t  s i g n i f i c a n t  o p t i m i s a t i o n ,  t h e  s y s t e m  c a n  
b e  u s e d  f o r  a n a l y t i c a l  m e a s u r e m e n t s  w i t h  e x c e l l e n t  p r e c i s i o n  
a n d  s e n s i t i v i t y  ( t o  s u b - m i c r o m o l a r  l e v e l s ) ,  a n d  t h a t  t h e  m a t h e -  
m a t i c a l  m o d e l  d e s c r i b e d  b y  E q .  ( 5 )  i s  o b e y e d .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  
s e n s o r  r e s p o n s e  i s  v e r y  r a p i d ,  r e a c h i n g  e q u i l i b r i u m  i n  a r o u n d  4  s  
t o  a n  a d d i t i o n  o f  1  p M  B C G  ( F i g .  7 b ) .  
W e  a l s o  u s e d  t h e  s a m e  L E D  c o m b i n a t i o n  t o  d e t e r m i n e  I r o n  
I 1  i n  w a t e r  u s i n g  1 , l O - p h e n a t h r o l i n e  a s  t h e  c o m p l e x i n g  a g e n t  
t o  f o r m  a  r e d  c o l o u r e d  c o m p l e x  (A, , =  6 1 0  n r n ) .  O n c e  a g a i n ,  a  
v e r y  p r e c i s e  l i n e a r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  l o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  
t i m e  ( t )  a n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a b s o r b i n g  s p e c i e s  i s  o b t a i n e d  
F i g .  8 .  C a l i b r a t i o n  p l o t  f o r  1 , l O - p h e n a n t h r o l i n e - I r o n  I 1  c o m p l e x  d e t e c t i o n  u s i n g  
p a i r e d  L E D  s e n s o r  s y s t e m  ( n = 3 ) .  
( F i g .  8 ) ,  w i t h  a  l i n e a r  r a n g e  u p  t o  a r o u n d  3 0 0  p M  a n d  a  d e t e c t i o n  
l i m i t  o f  c a .  5  p M .  
5 .  C o n c l u s i o n  
T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h i s  v e r y  l o w - c o s t  
e m i t t e r - d e t e c t o r  L E D  a r r a n g e m e n t  a n d  t i m e r  c i r c u i t  c a n  
b e  u s e d  t o  m a k e  v e r y  s e n s i t i v e  
a n a l y t i c a l  m e a s u r e m e n t s .  
E x c e l l e n t  s i g n a l - t o - n o i s e  c h a r a c t e r i s t i c s  a r e  o b t a i n e d  b e c a u s e  
o f  t h e  s i g n a l  i n t e g r a t i o n  d u r i n g  m e a s u r e m e n t s .  T h e  c i r c u i t  
p r o v i d e s  a  d i g i t a l  o u t p u t ,  a n d  t h e  s e n s i t i v i t y  c a n  b e  t u n e d  u s i n g  
a  v a r i a b l e  l o a d  r e s i s t o r  o n  t h e  e m i t t e r  L E D  t o  v a r y  i n c i d e n t  
l i g h t  i n t e n s i t y .  T h e  e n t i r e  s y s t e m  c a n  b e  i n t e g r a t e d  i n t o  a  s m a l l ,  
i n e x p e n s i v e ,  l o w - p o w e r  p a c k a g e  f o r  a n a l y t i c a l  a p p l i c a t i o n s .  
T h e  d i o d e s  c a n  b e  a r r a n g e d  t o  m a k e  t r a n s m i s s i o n  m e a s u r e m e n t s  
( a s  i n  t h i s  p a p e r )  o r  f o r  r e f l e c t a n c e  m e a s u r e m e n t s .  T h i s  l a t t e r  
a r r a n g e m e n t  i s  v e r y  u s e h l  f o r  m o n i t o r i n g  c h a n g e s  i n  t h e  c o l o u r  
o f  c h r o m o - r e s p o n s i v e  d y e s  i m m o b i l i s e d  o n  s u r f a c e s  ( e . g .  d i a g -  
n o s t i c  t e s t s  a n d  s m a r t  p a c k a g i n g )  o r  t o  m o n i t o r  c o l o u r  i n  f l o w  
o r  m i c r o f l u i d i c  s y s t e m s .  I n  a d d i t i o n ,  o n e  o r  b o t h  d i o d e s  c a n  b e  
c o a t e d  w i t h  c o l o u r e d  r e a g e n t s  t o  p r o v i d e  a n  i n h e r e n t  c h e m i c a l  
s e n s i n g  h n c t i o n ,  a n d  a n  a r r a y  o f  d e v i c e s  w i t h  d i f f e r i n g  A, 
u s e d  c o o p e r a t i v e l y  t o  g e n e r a t e  c o m p l e m e n t a r y  i n f o r m a t i o n  f o r  
s i m u l t a n e o u s  m u l t i c o m p o n e n t  a s s a y s .  
F u r t h e r m o r e ,  L E D s  c a n  b e  u s e d  t o  s e n d t r e c e i v e  d a t a  o v e r  d i s -  
t a n c e s  o f  u p  t o  1  m  [ 1 9 ] ,  a n d  t h e  L E D s  t h e m s e l v e s  c a n  i n d i c a t e  
s t a t u s  v i s u a l l y  o v e r  r e l a t i v e l y  l o n g  d i s t a n c e s  u s i n g  d i g i t a l  c a i n -  
e r a s  a s  m o n i t o r s .  H e n c e ,  t h e  p l a t f o r m  a l s o  h a s  t h e  p o t e n t i a l  t o  
s t o r e  a n d  t r a n s m i t  d a t a  o n  d e m a n d  t o  a n  e x t e r n a l  d e v i c e .  C o u -  
p l e d  w i t h  a  l o n g e r  r a n g e  ( b u t  l o w - c o s t  a n d  l o w - p o w e r )  w i r e l e s s  
c o m m u n i c a t i o n  c a p a b i l i t y ,  t h i s  d e v i c e ,  i n  i t s  v a r i o u s  c o n f i g u -  
r a t i o n s ,  h a s  t h e  c a p a b i l i t y  o f  b e c o m i n g  a  f u n d a m e n t a l  b u i l d i n g  
b l o c k  ( o r  c h e m i c a l  s e n s i n g  n o d e )  f o r  w i r e l e s s  s e n s o r  n e t w o r k s .  
A c k n o w l e d g e m e n t  
T h e  a u t h o r s  w i s h  t o  t h a n k  S c i e n c e  F o u n d a t i o n  I r e l a n d  S F 1  
f o r  g r a n t  s u p p o r t  u n d e r  t h e  A d a p t i v e  I n f o r m a t i o n  C l u s t e r  A w a r d  
( S F 1  0 3 / I N 3 / 1 3 6 1 ) .  
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N o v e l  i n t e g r a t e d  p a i r e d  e m i t t e r - d e t e c t o r  d i o d e  ( P E D D )  a s  a  m i n i a t u r i z e d  
p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  i n  H P L C  
M a r t i n a  O ' T o o l e ,  K i n g - T o n g  L a u ,  B e n j a m i n  S h a z m a n n ,  R o d e r i c k  S h e p h e r d ,  P a v e 1  N .  N e s t e r e n k o ,  
B r e t t  P a u l 1  a n d  D e r m o t  D i a m o n d *  
R e c e i v e d  2 4 t h  F e b r u a r y  2 0 0 6 ,  A c c e p t e d  1 7 t h  M a y  2 0 0 6  
F i r s t  p u b l i s h e d  a s  n r r  A d v a n c e  A r t i c l e  o n  t h e  l v e b  2 0 t h  J u n e  2 0 0 6  
D O I :  1 0 . 1 0 3 9 I h 6 0 2 8 4 6 b  
A  n o v e l  l o w  p o w e r ,  l o w  c o s t ,  h i g h l y  s e n s i t i v e ,  m i n i a t u r i z e d  l i g h t  e m i t t i n g  d i o d e  ( L E D )  b a s e d  f l o w  
d e t e c t o r  h a s  b c e n  u s e d  a s  o p t i c a l  d e t e c t o r  f o r  t h c  d e t e c t i o n  o f  s a m p l e  c o t n p o n c n t s  i n  h i g h  
p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( H P L C ) .  T h i s  c o l o r i m e t r i c  d e t e c t o r  e m p l o y s  t w o  L E D s ,  o n e  
o p e r a t i n g  i n  n o r m a l  m o d e  a s  a  l i g h t  s o u r c e  a n d  t h e  o t h e r  i s  r e v e r s e  b i a s e d  t o  w o r k  a s  a  l i g h t  
d e t e c t o r ,  I n s t e a d  o f  m e a s u r i n g  t h e  p h o t o c u r r e n t  d i r e c t l y .  a  s i m p l c  t i m e r  c i r c u i t  i s  u s e d  t o  m c a s u r e  
t h e  t i m e  t a k e n  f o r  t h e  p h o t o c u r r e n t  g e n e r a t e d  b y  t h e  e m i t t e r  L E D  (),, 5 0 0  n m )  t o  d i s c h a r g e  t h e  
d e t e c t o r  L E D  (',, 6 2 1  n i n )  f r o m  5  V  ( l o g i c  1 )  t o  1 . 7  V  ( l o g i c  0 )  t o  g i v e  d i g i t a l  o u t p u t  d i r e c t l y  
w i t h o u t  u s i n g  a n  A I D  c o n v e r t e r .  E m p l o y i n g  a  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  m e t h o d ,  a  N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  
c o l u m n  ( F u n c t i o n a l i s e d  w i t h  i n ~ i n o d i a c e t i c  a c i d  ( I D A )  g r o u p s )  w a s  u s e d  t o  s e p a r a t e  a  m i x t u r e  o f  
t r a n s i t i o n  m e t a l  c o m p l e x e s ,  m a n g a n e s c ( r ~ )  a n d  c o b a l t ( 1 1 )  i n  4 - ( 2 - p y r i d y 1 a z o ) - r e s o r c i n o l  ( P A R ) .  A l l  
o p t i c a l  m e a s u r e m e n t s  w e r e  t a k e n  b y  u s i n g  b o t h  t h e  i n - b u i l t  H P L C  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  
a n d  t h e  p r o p o s e d  p a i r e d - e m i t t e r - d e t e c t o r - d i o d e  ( P E D D )  o p t i c a l  d e t e c t o r  c o n f i g u r e d  i u - l i n e  f o r  
d a t a  c o m p a r i s o n .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  t h e  P E D D  w a s  f o u n d  t o  g i v e  a  
l i n e a r  r e s p o n s e  t o  t h e  M n ( 1 1 )  a n d  C O ( I I )  P A R  c o m p l e x e s .  T h e  e f f e c t s  o f  f l o w  r a t e  a n d  e m i t t e r  L E D  
l i g h t  s o u r c e  i n t e n s i t y  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  U n d e r  o p t i m i s e d  c o n d i t i o n s  t h e  P E D D  d e t e c t o r  o f f e r e d  
a  l i n e a r  r a n g e  o f  0 . 9 - 1 0 0  p M  a n d  L O D  o f  0 . 0 9  p M  f o r  M n - P A R  c o m p l e x .  A  l i n e a r  r a n g e  o f  
0 . 2 - 1 0 0  p M  a n d  L O D  o f  0 . 0 9  p M  f o r  C o - P A R  c o m p l e x  w a s  a c h i e v e d .  
1 .  I n t r o d u c t i o n  
S e n s o r  r e s e a r c h  i s  d r i v e n  b y  t h e  n e e d  t o  g e n e r a t e  a  s e l e c t i v e  
r e s p o n s e  t o  a  p a r t i c u l a r  a n a l y t e . '  S e p a r a t i o n  p r i o r  t o  d e t e c t i o n  
e s s e n t i a l l y  e l i m i n a t e s  t h e  n e e d  f o r  h i g h l y  s e l e c t i v e  d e t e c t i o n  f o r  
m a n y  a p p l i c a t i o n s . 2  H P L C  a s  a  s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e  o f f e r s  
c x c e l l c i l t  s e l e c t i v i t y  t h r o u g h  w c l l  e s t a b l i s h e d  c o m b i n a t i o n s  o f  
s t a t i o n a r y  p h a s e  a n d  m o b i l e  p h a s e  a n d  t h i s  i s  o f t e n  t h e  m e t h o d  
o f  c h o i c e  f o r  r o u t i n e  l a b - b a s e d  a s s a y s . 3  D u r i n g  t h e  l a s t  d e c a d e  
t h e r e  h a s  b e e n  a  g e n e r a l  t r e n d  t o w a r d s  t h e  m i n i a t u r i z a t i o n  o f  
s e p a r a t i o n  t e c h n i q u e s .  T h e r e  a r e  s i g n i f i c a n t  a d v a n t a g e s  t h a t  
i n c l u d c  i n c r e a s e d  c h r o t n a t o g r a p h i c  r e s o l u t i o n ,  r e d u c e d  s a m p l c  
v o l u m e  a n d  r e d u c e d  s o l v e n t  c o n s ~ i n ~ t i o n . ~ ~ ~  T h e s e  c h a r a c -  
t e r i s t i c s  a r e  a l s o  e s s e n t i a l  c r i t c r i a  f o r  m a k i n g  c h r o m a t o g r a p h y  
i n s t r u m e n t a t i o n  f i e l d - d e p l o y a b l e .  C o u p l e d  w i t h  w i r e l e s s  
c o m m u n i c a t i o n ,  m i n i a t u r i z e d  f i e l d  d e p l o y a b l e  L C  s y s t e m s  
w i l l  h a v e  a n  i m p o r t a n t  r o l e  i n  t h e  f u t u r c  r c a l i s a t i o n  o f  w i d c l y  
d i s t r i b u t e d  e n v i r o n m e n t a l  m o n i t o r i n g  n e t w o r k s . "  
H o w e v e r ,  t h e r e  a r c  c o n s i d e r a b l e  c h a l l e n g e s  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  m i n i a t u r i z a t i o n  o f  a l l  c o m p o n e n t s  i n c l u d i n g  p u m p s ,  
c o l u m n s  a n d  d e t e c t o r s  i n t o  f u l l y  i n t e g r a t e d  s y s t e m s .  S i g n i f i -  
c a n t  a d v a n c c s  h a v c  b e e n  m a d e  i n  r e c e n t  y c a r s  i n  t h c  d e v e l o p -  
m e n t  o f  i n n o v a t i v e  f l u i d  h a n d l i n g  b a s e d  o n  e l e c t r o - o s m o t i c 7  
a n d  m i ~ r o - ~ u m ~ s ~ ~ ~ ~ ~  a n d  o f  s h o r t  c o l u n ~ n s . ' ~  C o m p a r a t i v e l y  
f e w e r  a d v a n c e s  h a v e  b e e n  m a d e  i n  o p t i c a l  d e t e c t i o n  a n d  
N a f i o n a l  C ( ? n f r e  f o r .  S e ~ l s o r  R e s e a r c h ,  S c h o o l  o f  C h e n ~ i c a l  S c i e n c e s ,  
D u b l i n  C i t y  U n i v e ~ : s i t j :  D u b l i n  9 ,  I r e k t t ~ d .  
E - n l u i l :  d e ~ ~ m o f . d i n n ~ o t l d @ d c u . i e :  f i x :  + 3 5 3 - 1 - 7 0 0 8 0 0 2 ;  
T e l :  + 3 5 3 - 1 - 7 0 0 5 4 0 4  
U V - v i s  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r s  a r e  s t i l l  t h e  m o s t  
c o m m o n l y  u s e d  d e t e c t o r s  i n  H P L C .  T h e y  a r e  e x p e n s i v e  
( > $ 3 5 0 0 ) ,  r e l a t i v e l y  l a r g e  ( 3 2  x  1 7  c m ) ,  h a v e  h i g h  
p o w e r  c o n s u m p t i o n ,  a n d  a r e  t h e r e f o r e  n o t  s u i t a b l e  f o r  f i e l d  
d e p l o y m e n t .  
B a s i c  c o m p o n e n t s  i n  a  c h r o m a t o g r a p h i c  s e p a r a t i o n  s y s t e m  
i n c l u d e  t h e  s a m p l e  i n t r o d u c t i o n  p o r t ,  t h e  s e p a r a t i o n  c o l u m n ,  
c o n n e c t i n g  t u b i n g ,  f l u i d  c o n t r o l  s y s t e n ~ s  ( p u m p ,  v a l v e s ) ,  a n d  
d e t e c t o r .  F o r  m i n i a t u r i z e d  s y s t e m s ,  c o m p o n e n t s  s h o u l d  i d e a l l y  
b e  i n t e g r a t e d ,  s m a l l ,  h a v e  l o w  r e a g e n t  c o n s u m p t i o n ,  l o w  p o w e r  
a n d  l o w  c o s t .  T h e  w o r k  p r e s c n t c d  h e r e  f o c u s e s  o n  d e v e l o p i n g  a  
m i n i a t u r i z e d  o p t i c a l  d e t e c t o r  f o r  H P L C .  L E D s  p r o v i d e  a  
c o n v e n i e n t  s o u r c e  o f  l i g h t  i l l u m i n a t i o n  i n  a l m o s t  t h e  e n t i r e  
v i s i b l e  s p e c t r a l  r a n g e 1 '  a n d  h a v e  l o n g  b e e n  u s e d  a s  l i g h t  
 s o u r c e ^ ^ ^ ^ "  a s  t h e y  o f f e r  t h e  a d v a n t a g e s  o f  b e i n g  i n e x p e n s i v e ,  
s m a l l  i n  s i z e  ( a v a i l a b l e  a s  s u r f a c e  m o u n t ) ,  r o b u s t ,  c o v e r i n g  a  
b r o a d  s p e c t r a l  r a n g e  f r o m  U V  t o  n e a r - I R  a n d  e x h i b i t i n g  l o n g  
l i f e t i m e s .  I n  s e n s o r  r c s c a r c h  L E D s  t o  d a t e  h a v e  b e e n  p r i m a r i l y  
u s e d  a s  l i g h t  s o u r c e s  i n  o p t i c a l  s e n s o r s .  ~ a u s e r ' ~ "  h a s  l o n g  
a d v o c a t e d  t h e  a d v a n t a g e s  o f  u s i n g  L E D s  a n d  w a s  t h e  f i r s t  t o  
r e p o r t  t h e  u s e  o f  a  b l u e  L E D  a s  a  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  s o u r c e  
c o u p l e d  w i t h  a  p h o t o d i o d e  a s  a  d e t e c t o r .  P h o t o d i o d e s  a r e  o n e  
o f  t h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  d e t e c t o r s  i n  o p t i c a l  ~ e n s o r s . ~ ~ , ' * - ~ '  
S c h m i d t  e t  n l .  p r o d u c e d  a  f l o w  c e l l  d e t e c t o r  b a s e d  o n  a n  L E D -  
p h o t o d i o d e  c o n f i g u r a t i o n  f o r  p o s t - c o l u m n  d e t e c t i o n  o f  t r a n s i -  
t i o n  m e t a l s .  T h i s  d e v i c e  s u c c e s s f ~ i l l y  d e t e c t e d  c a t i o n s  s u c h  a s  
c o p p c r ,  m a n g a n e s e  a n d  c o b a ~ t . ~ '  
I n  m o s t  m i c r o - a n a l y t i c a l  s y s t e m s  t h e  l i g h t  s o u r c e  a n d  t h e  
p h o t o d e t e c t o r  a r e  n o r m a l l y  s e p a r a t e  i l n i t s  i n t e g r a t e d  w i t h  t h e  
9 3 8  1  A n a l y s t ,  2 0 0 6 ,  1 3 1 ,  9 3 8 - 9 4 3  
'  
( ~ $ 5  j ; x ~ r r > i $ Z  i c T  :; : I - I ~ >  R t j ; ~ ; ? '  ~ < ; ; . I C : I ~  ( ! {  C . i ? ; ~ ~ > i < , t ~ y  ; ! < I < ! < >  
m i c r o f l u i d i c  m a n i f o l d . 2 2  W e  h a v e  p r e v i o u s l y  d e m o n s t r a t e d  
t h e  u s e  o f  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  d e v i c e  f o r  c o l o u r  a n d  p H  
m e a s u r e m e n t s  i n  s t a t i c  s o l ~ t i o n ~ ' . ~ ~  a n d  s u b s e q u e n t l y  f a b r i -  
c a t e d  a  s i n g l e  u n i t  c o n t a i n i n g  l i g h t  s o u r c e ,  f l u i d  c h a n n e l  a n d  
d c t e c t o r  f o r  c o l o r i m e t r i c  f l o w  a n a l y s i s  d e t ~ c t i o n . ~ '  T h e  P E D D  
w a s  s u c c e s s f u l l y  e m p l o y e d  f o r  p H  m o n i t o r i n g  b y  u s i n g  
b r o m o c r e s o l  g r e e n  a n d  s u b s e q u e n t l y  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  i t s  
p ~ , . 2 5  T h e  P E D D  i n t e g r a t e d  f l o w  c e l l  d e t e c t o r  i s  h i g h l y  
s e n s i t i v e ,  l o w  p o w e r  a n d  e x t r e m e l y  l o w  c o s t  ( < $ I ) .  
I n  t h i s  p a p e r  w e  p r e s e n t  f o r  t h e  f i r s t  t i m e  t h e  u s e  o f  a n  
i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  c e l l  a s  a  s i m p l e ,  s m a l l ,  h i g h l y  s e n s i t i v e ,  
l o w  c o s t  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  f o r  H P L C .  U s i n g  a  p o s t - c o l u m n  
c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n  m e t h o d  c o m m o n l y  u s e d  f o r  t r a n s i t i o n  
m e t a l  i o n s , ' 6 3 2 7  M n ( 1 1 )  a n d  C o ( 1 1 )  4 - ( 2 - p y r i d y 1 a z o ) - r e s o r c i n o l  
( P A R )  c o m p l e x e s  a r e  s e p a r a t e d  o n  a  m i n i a t u r e  N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  
i m i n o d i a c e t i c  a c i d  ( I D A )  f u n c t i o n a l i z e d  c o l u m n . 2 8  T h e  
c o l o u r e d  m e t a l  c o m p l e x e s  f o r m e d  b y  r e a c t i n g  t h e  t r a n s i t i o n  
m e t a l  i o n s  w i t h  a  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  ( P C R )  m i x t u r e  
c o n t a i n i n g  P A R  a n d  a m m o n i a  w e r e  d e t e c t e d  i n l i n e  b y  t h e  
H P L C  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  a n d  t h e  P E D D  d e v i c e .  
S p e c t r o p h o t o m e t r i c  d e t e c t i o n  o f  m e t a l  c o m p l c x e s  w i t h  P A R  i s  
a  r a p i d ,  s e n s i t i v e  a n d  c o n v e n i e n t  t e c h n i q u e  u s e d  f o r  q u a n t i -  
t a t i v e  m e t a l  a n a l y s e s . ' 9  
2 .  E x p e r i m e n t a l  
2 . 1 .  E q u i p m e n t  
A  s e r i e s  1 0 5 0  H e w l e t t  P a c k a r d  H P L C  s y s t e m  ( A g i l e n t  
T e c h n o l o g i e s ;  D u b l i n )  w a s  u s e d  t o  d e l i v e r  t l i e  e l u e n t  a t  a  f l o w  
r a t e  o f  0 . 7  m L  m i n - ' .  S a n ~ p l e s  w e r e  i n j e c t e d  u s i n g  a n  
a u t o m a t e d  i n j e c t o r  w i t h  a  s a m p l e  l o o p  o f  1 0 0  I L L .  A  
N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  c o l u m n  c o v a l e n t l y  f u n c t i o n a l i s e d  w i t h  I D A  
g r o u p s  o f  4  x  1 4  m m  i n  s i z e  w a s  u s e d  f o r  t h e  i o n  s e p a r a t i o n .  
A  G i l s o n  ( M i n i p l u s  3 )  p e r i s t a l t i c  p u m p ,  ( A n a c h c m ,  U K )  a t  
a  f l o w  r a t e  s e t t i n g  o f  0 . 3 8  m L  m i n - '  w a s  u s e d  f o r  t h e  
i n t r o d u c t i o n  o f  t h e  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  ( P C R ) ,  w h i c h  w a s  
m i x e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  w i t h  t h e  e l u e n t  u s i n g  0 . 5  m  o f  
P E E K  r e a c t i o n  c o i l  ( 0 . 2 5  m m  i d ,  V I C I @  A G  I n t e r n a t i o n a l .  
S w i t z e r l a n d ) .  A  s i n g l e  c h a n n e l  P E D D  f l o w  c c l l  ( E m i t t e r  ), 
5 0 0  n m ,  D e t e c t o r  A,, 6 2 1  n m ,  F i g .  1 )  w a s  u s e d  i n l i n e  w i t h  t h e  
H e w l c t t  P a c k a r d  ( s e r i e s  1 0 5 0 )  U V - v i s  v a r i a b l e  w a v e l c n g t h  
d e t e c t o r  ( A g i l e n t  T e c h n o l o g i e s ,  D u b l i n )  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  
t h e  m e t a l  c o m p l e x e s .  
2 . 2 .  C h e m i c a l s  a n d  r e a g e n t s  
T h e  P C R  r e a g e n t  u s e d  f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  t h e  t r a n s i t i o n  m e t a l  
i o n s  c o n s i s t e d  o f  a  m i x t ~ ~ r e  o f 0 . 4  m M  4 - ( 2 - p y r i d y 1 a z o ) -  
r e s o r c i n o l  m o n o s o d i u m  s a l t  h y d r a t e  ( P A R )  ( S i g m a  A l d r i c h ,  
D u b l i n ,  I r e l a n d )  a n d  0 . 5  M  a m m o n i a  ( 3 5 % ,  B D H ,  P o o l e ,  
E n g l a n d ) ,  w h i c h  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  1 0 . 5 .  M a n g a n e s e  c h l o r i d e  
t e t r a h y d r a t e  a n d  c o b a l t ( 1 1 )  n i t r a t e  h e x a h y d r a t e  ( S i g m a  
A l d r i c h ,  D u b l i n ,  I r e l a n d )  s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  d a i l y  f r o m  
I  m M  s t o c k  s o l u t i o n s .  T h e  m o b i l e  p h a s e ,  s t o c k  s o l u t i o n s  a n d  
s t a n d a r d  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  u s i n g  w a t e r  f r o m  a  M i l l i p o r e  
M i l l i - Q  w a t e r  p u r i f i c a t i o n  s y s t e m .  A l l  s a m p l e s  w e r e  f i l t c r e d  
t h r o u g h  a  0 . 4 5  p m  f i l t e r  a n d  d e g a s s e d  b y  s o n i c a t i o n .  T h e  
m o b i l e  p h a s e  u s e d  w a s  3  m M  n i t r i c  a c i d  ( 7 0 % ,  E a s t  A n g l i a  
C h e m i c a l s ,  S u f f o l k ,  E n g l a n d ) .  
0 0  .l 
3 5 0  4 0 0  4 5 0  5 0 0  5 5 0  S 3 l  B 5 U  7 0 0  
W a v e l e n g t h  ( n m )  
F i g .  1  
E m i s s i o n  s p e c t r u m  ( A , , ; , ,  5 0 0  n m )  o f  t h e  e m i t t e r  L E D  ( s o l i d  
l i n e )  u s e d  i n  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  a n d  t h e  
a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  ( i . , , ,  5 0 0  n m )  o f  90 F M  M n - P A R  ( d a s h e d  l i n e )  
a n d  ( i , , , ,  5 1 0  n m )  90 p M  C o - P A R  ( b o l d  l i n e ) .  
2 . 3 .  F a b r i c a t i o n  a n d  o p e r a t i o n  o f  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  c e l l  
d e t e c t o r  
T h e  i n t e g r a t e d  d e t e c t o r  c e l l  w a s  F a b r i c a t e d  a s  p r e v i o u s l y  
d e ~ c r i b e d ' ~  u s i n g  t w o  5  m m  L E D s  ( K i n g b r i g h t ,  I r e l a n d )  a s  
s h o w n  i n  F i g .  2 .  T h e  d e t e c t o r  u s e d  w a s  a  r e d  L E D  w i t h  a  I . , , , ,  
a t  6 2 1  n m  w h i c h  c a n  d e t e c t  a n y  w a v e l e n g t h  b e l o w  t h i s  p o i n t .  A  
g r e e n  L E D  w i t h  a  A, a t  5 0 0  n m  w a s  u s e d  a s  t h e  e m i t t e r .  
A  9  V  b a t t e r y  w a s  u s e d  a s  t h e  p o w e r  s o u r c e  t o  d r i v e  t h e  
c i r c u i t r y  f r o m  w h i c h  a  v o l t a g e  r e g u l a t o r  w a s  u s e d  t o  c o n t r o l  
t h e  v o l t a g e  s u p p l y  t o  t h c  L E D s .  T h e  l i g h t  d e t e c t o r  L E D  i n  
i n p u t  m o d e  w a s  c h a r g e d  u p  t o  5  V  f o r  1 0 0  11s a n d  t h e n  
s w i t c h e d  t o  o u t p u t  m o d e .  T h e n  t h e  p h o t o n  e m i t t e d  f r o m  t h e  
g r e e n  L E D  h i t  t h e  r e d  d e t e c t o r  L E D  t o  g e n e r a t e  a  s m a l l  
p h o t o c u r r e n t  t o  d i s c h a r g e  t h e  d e t e c t o r  L E D .  T h e  t i m e  t a k e n  
f o r  t h e  d i s c h a r g e  p r o c e s s  t o  g o  f r o m  a n  i n i t i a l  v a l u e  o f  5  V  
( l o g i c  1 )  t o  a  p r e s e t  v a l u e  o f  1 . 7  V  ( l o g i c  0 )  w a s  m e a s u r e d  w i t h  
a  s i m p l e  t i m e r  c i r c ~ i t . ' ~ . ~ '  
2 . 4 .  M e a s u r e m e n t  p r o c e d u r e  
V a r i o u s  c o n c c n t r a t i o n s  o f  M n ( 1 1 )  a n d  C O ( J I )  w c r e  m a d e  u p  i u  
M i l l i - Q  w a t e r  a n d  1 0 0  p l  a l i q u o t s  o f  s a m p l e  w e r e  i n j e c t e d  o n t o  
t h e  N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  c o l u m n  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m L  m i n - ' .  
I  
L i n e  A ~ u s i o n  I  
D e t e c t o r  L E D  E m i t t e r  L E D  
F i g .  2  
A  s c h e m a t i c  o f  t l i e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  
f o r  c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  
A n a l y s t ,  2 0 0 6 ,  1 3 1 ,  9 3 8 - 9 4 3  1  9 3 9  
T h e  a n a l y t e s  w e r e  f i r s t  d e t e c t e d  u s i n g  t h e  U V - v i s  d e t e c t o r  a t  a  
w a v e l e n g t h  o f  5 0 0  n m  f o l l o w e d  d i r e c t l y  b y  t h c  P E D D  f l o w  c c l l .  
A l l  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  t r i p l i c a t e  ( n  =  3 ) .  T h e  
c h r o m a t o g r a m s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  U V - v i s  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  
d e t e c t o r  w e r e  a n a l y s e d  u s i n g  A g i l e n t  C h e m s t a t i o n  f o r  L C  a n d  
L C I M S  s y s t e m s  s o f t w a r e .  T h e  d a t a  a c q u i r e d  f r o m  t h e  P E D D  
w a s  t r a n s p o r t e d  t o  a  P C  v i a  R S 2 3 2  p o r t  a n d  c a p t u r c d  w i t h  
H y p e r T e r m i n a l  s o f t w a r e  ( M i c r o s o f t  I n c . ,  U S A ) ,  s a v e d  a s  a  t e x t  
f i l e  a n d  t h e n  a n a l y s e d  u s i n g  ~ x c e l @  ( M i c r o s o f t  I n c . ,  U S A ) .  
3 .  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
3 . 1 .  O p t i m i s a t i o n  o f  H P L C  a n d  P E D D  f l o w  c e l l  c o n d i t i o n s  
F i g .  1  s h o w s  t h a t  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  m a n g a n e s e ( 1 1 )  a n d  
c o b a l t ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x e s  o v e r l a p  w i t h  t h e  e m i s s i o n  s p e c t r u m  
o f  t h e  P E D D  d e v i c e .  T h e  e m i s s i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  g r e e n  
e m i t t e r  L E D  w a s  o b t a i n e d  b y  u s i n g  a n  o c e a n  o p t i c  s p e c t r o -  
m e t e r  ( O O I B a s e  3 2 @ +  O c e a n  O p t i c s .  I n c . ,  D u n e d i n ,  U S A ) .  T h e  
a b s o r b a n c e  s p e c t r a  o f  m a n g a n e s e ( 1 1 )  a n d  c o b a l t ( 1 1 )  P A R  
c o m p l e x e s  w e r e  a c q u i r e d  u s i n g  t h e  p ~ u a n t @  p l a t e w e l l  r e a d e r  
( B i o - T e k  I n s t r u m e n t s .  I n c . ,  U S A ) .  T h e  o v e r l a p  b e t w e e n  t h e  
a b s o r b i n g  s p e c i e s  a n d  t h e  l i g h t  s o u r c e  p r o v i d e  h i g h  s e n s i t i v i t y  
f o r  t h e  d e t e c t i o n  o f  M n - P A R  a n d  C o - P A R .  
T h e  d a t a  o b t a i n e d  b y  t h e  P E D D  i s  b a s e d  o n  t h c  t h e o r e t i c a l  
m o d e l  d e r i v e d  b y  L a u  a t  ~ 1 . ~ " ' ~  
w h e r e  1  i s  t h e  o p t i c a l  p a t h l e n g t h  t h r o u g h  t h e  s o l u t i o n  ( c n l ) ,  E  
t h e  m o l a r  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  ( m o l  I - '  c m - ' )  a t  a  p a r t i c u l a r  
w a v e l e n g t h ,  
C  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a b s o r b i n g  s p e c i e s  
( m o l  I - ' ) ,  t o  a  c o n s t a n t  t h a t  r e p r e s e n t s  d i s c h a r g e  t i m e  i n  t h e  
a b s e n c e  o f  t h e  c o l o u r e d  s p e c i c s  i n  s o l u t i o n  ( p s ) ,  t  i s  t h e  
d i s c h a r g e  t i m e  o f  t h e  d e t e c t o r  ( p s ) .  
O p t i m i s a t i o n  o f  H P L C  a n d  P E D D  p a r a m e t e r s  s u c h  a s  f l o w  
r a t e  a n d  l i g h t  i n t e n s i t y  w e r e  c a r r i e d  o u t .  A  c o n c e n t r a t i o n  o f  
2  p M  M n ( 1 1 )  s o l u t i o n  w a s  s e l e c t e d  t o  c a r r y  o u t  t h e  s t u d y  a s  i t  
p r o v i d e d  r e p r o d u c i b l e  r e s p o n s e s  a n d  g o o d  p e a k  s i z e  a n d  
s h a p e .  O p t i m a l  s e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  w e r c  d c t e r m i n e d  t o  b e :  
e l u e n t  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m L  m i n - '  a n d  p e r i s t a l t i c  p u m p  r a t e  
s e t t i n g  o f  0 . 3 8  m L  m i n - I .  P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h a t  o n  
d e c r e a s i n g  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  t h e  e m i t t e r  L E D ,  t h e  c h a n g e  i n  
d i s c h a r g e  t i m e  ( i . e .  t h e  r e s o l u t i o n )  c a n  b e  i m p r o v e d  b y  u p  t o  a  
f a c t o r  o f  4 . 2 5  A  ( 0 - 1 0  k Q )  v a r i a b l e  r e s i s t o r  w a s  u s c d  t o  
d e t e r m i n e  t h e  o p t i m u m  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  t h e  g r e e n  e m i t t e r  
L E D  t o  a c h i e v e  o p t i m u m  r e s o l u t i o n  i . e .  b y  v a r y i u g  t h e  
e l e c t r i c a l  c u r r e n t  a p p l i e d  t o  t h e  e m i t t e r  L E D .  T h e  d e t e c t o r  
r e s p o n s e  i n c r e a s e s  l i n e a r l y  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  e l e c t r i c a l  
r c s i s t a n c e  a t  t h e  L E D  e m i t t c r .  H o w e v e r ,  t h c  i n c r e a s e  i n  
r e s p o n s e  w a s  a c c o m p a n i e d  b y  a n  i n c r e a s e  i n  n o i s e  a n d  a  
d e c r e a s c  i n  b a s e l i n e  s t a b i l i t y  a s  s h o w n  i n  F i g .  3 .  A  r e s i s t a n c e  o f  
1 . 5  k R  w a s  f o u n d  t o  p r o v i d e  t h e  o p t i m u m  l i g h t  s o u r c e  
i n t e n s i t y  g i v i n g  h i g h  s e n s i t i v i t y ,  w h i l e  m a i n t a i n i n g  a  s m o o t h  
b a s e l i n e  w i t h o u t  d r i f t .  T h c s e  e f f e c t s  a r c  c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  
i n  F i g .  3 .  
F o r  e x a m p l e ,  a t  a  r e s i s t a n c e  o f  0 . 0 0 5  k Q ,  t h e  d i f f e r e n c e  i n  
d i s c h a r g e  t i m e  ( A t )  i . e .  p e a k  h e i g h t  w a s  1 8 . 3 3  f  0 . 5 8  p s  w i t h  
a n  R . S . D .  ( n  =  3 )  o f  3 . 1 5 % .  A t  a n  a d d i t i o n a l  a p p l i e d  r e s i s t a n c e  
o f  1 . 5  k Q  t h e  p e a k  h e i g h t  o b t a i n e d  w a s  1 4 2 . 6 7  t  1 . 1 5  p s  w i t h  
F i g .  3  R e a l  t i ~ n e  t r a c e s  o b t a i n e d  f o l -  2  p M  M n - P A R  s a m p l e  u s i n g  3  
r e s i s t a n c e s  ( 0 . 0 0 5  I & ,  b o l d  l i n e ,  1 . 5  k R ,  d a s h e d  l i n e  a n d  4  k Q ,  s o l i d  
l i n e ) .  T h e  P C R  f l o w  s e t t i n g  u s e d  w a s  0 . 3 8  m L  m i n - I .  
0 . 8 1 1 %  R . S . D .  ( n  =  3 ) .  A t  a  r e s i s t a n c e  o f  4  k Q  t h e  p e a k  h e i g h t  
a c h i e v e d  w a s  4 5 7 . 3 3  +  1 3 . 2 0  p s  w i t h  2 . 8 9 %  R . S . D .  ( n  =  3 ) .  
I n c r e a s i n g  t h e  r e s i s t a n c e  t o  1 . 5  l c Q  i m p r o v e d  t h e  c h a n g e  i n  
d i s c h a r g e  t i m e  b y  a  f a c t o r  o f  8 .  F u r t h e r  i n c r e a s e  i n  r c s i s t a u c c  
i n c r e a s e d  t h e  p e a k  h e i g h t  e v e n  m o r e ,  b u t  c a u s e d  m o r e  b a s e l i n e  
d r i f t  a n d  h i g h e r  R . S . D .  v a l u e s  a s  s h o w n  i n  F i g .  3 .  
T h e  o p t i m a l  P C R  d e l i v e r y  r a t e  w a s  d e t e r m i n e d  e x p e r i -  
m e n t a l l y .  T h e  o p t i m a l  f l o w  r a t e  w a s  0 . 3 8  m L  m i l l - ' .  
3 . 2 .  S e p a r a t i o n  a n d  d e t e c t i o n  o f  m a n g a n e s e ( n )  a n d  c o b a l t ( 1 1 )  
P A R  c o m p l e x e s  
T o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  c a u s e d  a d d i t i o n a l  
p e a k  b r o a d e n i n g  a  5  p M  m i x t u r e  o f  i n a n g a n e s e ( 1 1 )  a n d  
c o b a l t ( i 1 )  w a s  p r e p a r e d  a n d  i n j e c t e d  ( n  =  3 ) .  T h e  c h r o m a t o -  
g r a m  o b t a i n e d  f r o m  t h e  U V - v i s  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  
s h o w n  i n  F i g .  4 ( A )  s h o w s  t w o  w e l l - r e s o l v e d  p e a k s  ( T a b l e  1 )  
w i t h  r e t e n t i o n  t i m e s  o f  1 . 3  a n d  2 . 1  m i l l  f o r  m a n g a n e s e ( 1 1 )  a n d  
c o b a l t ( r r )  P A R  c o n 3 p l e x e s  r e s p e c t i v e l y .  T h e  a v e r a g e  p e a k  a r e a s  
c a l c u l a t e d  f o r  M n - P A R  a n d  C o - P A R  h a d  r e l a t i v e  s t a n d a r d  
d c v i a t i o n s  o f  0 . 2 9 %  a n d  2 . 7 1 %  r e s p e c t i v e l y .  
T h e  g r e e n  l i g h t  i n t e n s i t y  t r a n s m i t t e d  i n  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  
e f f i c i e n t l y  o v e r l a p s  t h e  a b s o r b a n c e  s p e c t r u m  o f  P A R  c o m -  
p l e x e s  w i t h  m a n g a n e s e ( 1 1 )  a n d  c o b a l t ( r 1 )  a s  s h o w n  i n  F i g .  1 .  
T h e  P A R  c o m p l e x  d e t e c t i o n  d a t a  ( d i s c h a r g e  t i m e  t  i n  p s )  w a s  
p l o t t e d  a g a i n s t  r e t e n t i o n  t i m e  ( m i n )  a n d  p r e s e n t e d  i n  F i g .  4 ( B ) .  
A s  s h o w n  i n  F i g .  4 ( B )  t h e  p l o t  o b t a i n e d  f r o m  t h e  P E D D  s h o w s  
i d e n t i c a l  r e t e n t i o n  t i m e s  t o  t h a t  a c q u i r e d  f r o m  t h e  U V - v i s  
v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r .  T h e  m e a n  p e a k  h e i g h t s  ( d i s -  
c h a r g e  t i m e  r  i n  p s )  c a l c u l a t e d  f o r  M n ( 1 1 )  a n d  c o ( ~ ~ )  b o t h  h a d  a  
r c l a t i v e  s t a n d a r d  d c v i a t i o n  o f  0 . 0 4 % .  T h c  p e a k  e f f i c i e n c i e s  
c a l c u l a t e d  f o r  b o t h  t h e  U V - v i s  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  
a n d  t h e  P E D D  f l o w  d e v i c e  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  1 .  T h e  
r e s u l t s  o b t a i n e d  s h o w  s i m i l a r  p e a k  e f f i c i e n c i e s  a n d  i n d i c a t e  
t h a t  t h e  P E D D  f l o w  d e v i c e  d o e s  n o t  c a u s e  a d d i t i o n a l  p e a k  
b r o a d e n i n g  o f  t h e  s a m p l c  p e a k s .  
3 . 3 .  C a l i b r a t i o n  u s i n g  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  a n d  t h e  U V - v i s  
s p e c t r o p h o t o m e t e r  
M i x t u r e s  c o n t a i n i n g  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  m a n g a n e s c ( 1 1 )  
a n d  c o b a l t ( 1 1 )  w e r e  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  H P L C  s y s t e m  u s i n g  t h e  
9 4 0  1  A n a l y s t ,  2 0 0 6 ,  1 3 1 ,  9 3 8 - 9 4 3  
0 . 0  0 . 5  1  .O 1 . 5  2.0 2 . 5  
R e t e n t i o n  T l m e  ( m l n )  
1 1 4 8 0  .  
0 . 0  0 . 5  1 . 0  1 . 5  2 . 0  2 . 5  
R e l e n l l o n  T l m e  ( m l n )  
F i g .  4  A  c o n l p a r i s o n  o f  t h e  c h r o m a t o g r a m s  o b t a i n e d  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  5  ~ L M  M n ( r 1 )  a n d  C O ( I I )  P A R  c o m p l e x e s  u s i n g  t h e  
v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  ( A )  a n d  t h e  P E D D  f l o w  d e v i c e  ( B ) .  
o p t i m a l  c o n d i t i o n s  ( c a r r i e r  f l o w  r a t e  o f  0 . 7  m L  m i n p ' ,  P C R  
f l o w  s e t t i n g  o f  0 . 3 8  m L  m i n - '  a n d  a  1 . 5  k Q  c u r r e n t  l i m i t i n g  
T a b l e  1  
R e t e n t i o n  d a t a  f o r  t r a n s i t i o n  m e t a l  P C R  c o m p l e x e s  o n  a  
N u c l e o s i l  1 0 0 - 7  c o l u n ~ n  ( f u n c t i o n a l i s e d  w i t h  I D A ) ,  m e a s u r e d  b y  t h e  
P E D D  d e t e c t o r  a n d  t h e  i n - b u i l t  H P L C  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  
( V W D ) .  T h e  e f f i c i e n c y  N  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m :  5 . 5 4 ( t R /  w ~ , ) '  
. .  . . .  
P E D D  V W D  
R e s o l u t i o n  
2 . 1  2 . 0  
M n - P A R  e f f i c i e n c y ,  N  3 6 5 . 7  3 6 5 . 7  
C o - P A R  e f f i c i e n c y ,  N  3 1 1 . 6  2 2 4 . 4  
r e s i s t o r  o n  t h c  c m i t t e r  L E D ) .  E a c h  i n j e c t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  
t r i p l i c a t e  ( n  =  3 ) .  R e s u l t s  w e r e  a c q u i r e d  s i ~ n u l t a n e o u s l y  u s i n g  a  
U V - v i s  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  i n - l i n e  w i t h  t h e  P E D D  
f l o w  c e l l .  
F i g .  5  s h o w s  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  P E D D  f l o w  c e l l .  T h e  
p e a k  h e i g h t s  ( l o g  ( t i p s ) )  o f  e a c h  t r a n s i t i o n  m e t a l  c o m p l e x  
d e t e c t e d  w e r e  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  i n p u t  i o n  c o n c e n t r a t i o n  ( C )  
i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  m o d e l  ( e q n  ( 1 ) ) .  A  l a r g e  d c t e c t i o n  r a n g e  
f r o m  0 . 0 9  p M  t o  5 0 0  p M  ( F i g .  5 ,  i n s e t  ( A ) )  w i t h  l i n e a r  r a n g e s  
o f  0 . 9 - 1 0 0  p M  f o r  M n - P A R  ( R 2  =  0 , 9 9 7 )  a n d  0 . 2 - 1 0 0  p M  f o r  
C o - P A R  ( R ~  =  0 , 9 9 9 7 )  w e r e  o b t a i n e d .  A n  L O D  o f  a p p r o x i -  
m a t e l y  0 . 0 9  p M  w a s  a c h i e v e d  f o r  b o t h  M n - P A R  a n d  C o - P A R  
a s  s h o w n  i n  F i g .  6 .  I t  c a n  b c  s e e n  f r o m  F i g .  5  t h a t  t h e  r e l a t i v e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  m e a s u r e m e n t s  ( n  =  3 ,  s h o w n  a s  e r r o r  
b a r s )  w e r e  v e r y  l o w  ( < 0 . 0 8 % ) .  
F o r  t h e  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h e  U V - v i s  d e t e c t o r ,  t h e  p e a k  
a r e a  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  c o n c e n t r a t i o n  ( C )  a n d  t h e  r e s u l t s  w e r e  
p r e s e n t e d  i n  F i g .  7  f o r  b o t h  m a n g a n e s e  a n d  c o b a l t  c o m p l e x e s .  
A  s i m i l a r  d e t e c t i o n  r a n g e  f r o m  0 . 0 9  p M  t o  5 0 0  p M  ( F i g .  7 ,  
i n s e t  ( A ) )  w a s  a c h i e v e d  f o r  M n - P A R .  A  d e t e c t i o n  r a n g e  o f  
0 . 5  I L M  t o  5 0 0  p M  w a s  o b t a i n e d  f o r  C o - P A R  ( F i g .  7 ,  i n s e t  
( A ) ) .  T h e  l i n e a r  r a n g e s  o b t a i n e d  w e r e  0 . 9 - 1 0 0  p M  f o r  
M n - P A R  ( R 2  =  0 . 9 9 8 1 )  a n d  0 . 7 - 1 0 0  p M  f o r  C o - P A R  
[ W n g a n e s e  a n d  C o b 4  $ M )  
M n .  y  =  0 . 0 0 3 2 ~  +  4 . 0 6 0 3  
R 2  =  0 . 9 9 7  
C o :  y  =  0 . 0 0 1 4 ~  +  4 . 0 5 9 7  
R 2  =  0 . 9 9 9 7  
4 . 7 8  + I  t  a  
0  1 0  2 0  3 0  4 0  5 0  6 0  7 0  8 0  9 0  1 0 0  
[ M a n g a n e s e  a n d  C o b a l t ]  ( p M )  
F i g .  5  
L o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( t )  o b t a i n e d  u s i n g  a  P E D D  v e r . r u s  M n ( 1 1 )  a n d  C o ( 1 1 )  P A R  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  t i  =  3 .  T h e  i n s e t  ( A )  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  
- 1  I i i s  j o u r n c i l  i r ,  :': ' l ' l ‘ i c :  f!:;yal S o c i r . r y  o f  C h c r n i : ; i - l y  Z t ! ; ) C I  A n a l y s t ,  2 0 0 6 ,  1 3 1 ,  9 3 8 - 9 4 3  (  9 4 1  
-  
P E D D  
.  .  .  u v - " 1 s  
T l m a  ( m l n )  
F i g .  6  
R c a l  t i m e  t r a c e s  o f  e x p e r i m e n t a l  r u n s  c a r r i e d  o u t  a t  t h e  
L O D  c o n c e n t r a t i o n  of 0 . 0 9  p M  M n - P A R  a n d  C o - P A R  f r o m  t h e  
P E D D  f l o w  d e v i c e  ( s o l i d  l i n e )  a n d  t h e  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r  
( d a s h e d  l i n e ) .  
( R ~  =  0 . 9 9 9 7 ) .  A n  L O D  o f  0 . 0 9  p M  w a s  o b t a i n e d  f o r  M i l - P A R  
b u t  a  m u c h  h i g h e r  L O D  v a l u e  o f  0 . 7  p M  w a s  a c h i e v e d  f o r  
C o - P A R  ( F i g .  6 ) .  I t  c a n  b c  s c e n  f r o m  t h c  i n s e t  o f  F i g .  7  t h a t  
t h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  o f  t h e  n l e a s u r e m e n t s  ( 1 1  =  3 ,  
s h o w n  a s  e r r o r  b a r s )  a r e  i n  t h e  r e g i o n  o f  1 0 %  
T h e  s i m p l e  P E D D  f l o w  c e l l  w a s  s u c c e s s f u l  a s  a  p o s t - c o l u m n  
d e t e c t o r  f o r  t h e  H P L C .  T h e  d a t a  o b t a i n e d  f r o m  t h i s  i n e x p e n -  
s i v e ,  s m a l l ,  p o w e r  e f f i c i e n t  o p t i c a l  d e t e c t o r  w e r e  c o m p a r a b l e  t o  
t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  H P L C  v a r i a b l e  w a v e l c n g t h  d e t e c t o r ,  
a n d  s e n s i t i v i t y  i s  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r .  F o r  d e t e c t i o n  o f  t h e  
M n - P A R  c o m p l e x  t h e  P E D D  r e s p o n s e  m a t c h e d  t h a t  o f  a  
v a r i a b l c  w a v e l e n g t h  a n d  w a s  s i x  t i m e s  m o r e  s e n s i t i v e  f o r  t h e  
d e t e c t i o n  o f  t h e  C o - P A R  c o m p l e x .  I n  c o m p a r i s o n  t o  t h e  
p e r f o r m a n c e  o f  t h e  t y p i c a l  L E D - p h o t o d i o d e  d e v i c e  e n l p l o y e d  
b y  S c h m i d t  e t  n l .  t h e  P E D D  a c h i e v e d  s i m i l a r  s e n s i t i v i t y  w i t h  a  
p a t h  l e n g t h  f o u r  t i m e s  s h o r t e r  t h a n  t h a t  o f  t h e  r e p o r t e d  d e v i c c .  
M n :  y  =  2 9 8 . 5 4 ~  - 4 . 2 7 8 2  
R '  =  0 . 9 9 8 1  
2 5 0 0 0  -  
,  C o :  y  =  2 0 6 . 6 7 ~  -  1 7 1  - 1 3  
R '  =  0 . 9 9 9 7  
T h i s  i s  p a r t l y  d u e  t o  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  a n  i m p r o v e d  L E D  l i g h t  
s o u r c e  w h i c h  m o r e  e f f i c i e n t l y  o v e r l a p s  w i t h  t h e  a b s o r b a n c e  o f  
t h e  m e t a l  c o m p l e x e s .  T h e  i m p r o v e d  p e r f o r m a n c e  i s  l a r g e l y  d u c  
t o  t h e  h i g h  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  P E D D  d e v i c e .  A  s i m p l e  P E D D  
d e t e c t o r  c a n n o t  r e p l a c e  t h e  e x i s t i n g  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  
d e t e c t o r  b e c a u s e  o f  t h e  l i m i t e d  b a n d w i d t h  a  s i n g l e  L E D  c a n  
c o v e r ,  h o w e v e r  a  m o r e  s o p h i s t i c a t e d  P E D D  d e v i c e  w i t h  
m u l t i p l e  L E D  s o u r c e s  c o v e r i n g  a  w i d e r  r a n g e  o f  w a v e l e n g t h s  
c o u l d  m a k e  t h i s  p o s s i b l e .  F o r  s p e c i f i c  a p p l i c a t i o n s  w h e r e  a n  
a p p r o p r i a t e  o p e r a t i o n  w a v e l e n g t h  c a n  b e  s e l e c t e d  Cor t h e  
a n a l y t c s  a  s i n g l e  P E D D  f l o w  d e t c c t o r  i s  i d e a l  a n d  p r c f c r a b l e  t o  
a  m o r e  c o m p l e x  m u l t i - s o u r c e  d e t e c t o r .  T h i s  s m a l l  f l o w  
d e t e c t o r  w h e n  c o u p l e d  w i t h  a  m i n i a t u r e  l o w  p r e s s u r e  s e p a r a -  
t i o n  c o l u m n ,  s u c h  a s  t h e  o n e  u s e d  i n  t h i s  w o r k ,  a n d  a  p r e s s u r e 1  
p u m p i n g  u n i t ,  s u c h  a s  a  s m a l l  g a s  c y l i n d e r ,  c o u l d  f o r m  a  
c o m p l e t e  m i n i a t u r e  H P L C  s y s t e m  s u i t a b l e  f o r  r a p i d  s m a l l  
s a m p l e  a n a l y s i s .  A p a r t  f r o m  w o r k i n g  a s  a  s m a l l  b e n c h  t o p  
a n a l y t i c a l  d e v i c e ,  s u c h  a  s y s t e m  m a y  a l s o  b e  d e v e l o p e d  a s  a  
f i e l d  d e p l o y a b l e  a u t o n o m o u s  m o n i t o r i n g  d e v i c e .  
4 .  C o n c l u s i o n s  
T h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  
c e l l  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h i s  s i m p l e ,  l o w  c o s t ,  l o w  p o w e r  
d e v i c e  c a n  b e  u s e d  a s  a  p h o t o m e t r i c  d e t e c t o r  i n  H P L C .  U n d e r  
o p t i m i s e d  c o n d i t i o n s  t h e  P E D D  d e t e c t o r  o f f e r e d  a  l i n e a r  r a n g e  
o f  0 . 9 - 1 0 0  p M  a n d  L O D  o f  0 . 0 9  p M  f o r  M n - P A R  c o m p l e x .  A  
l i n e a r  r a n g e  o f  0 . 2 - 1 0 0  p M  a n d  L O D  o f  0 . 0 9  p M  f o r  C o - P A R  
c o m p l e x  w a s  a c h i e v e d .  T h e  P E D D  f l o w  c e l l  c a n  d e t e c t  l o w e r  
c o n c e n t r a t i o n  l e v e l s  o f  C o - P A R  t h a n  t h a t  o f  a n  e x p e n s i v e ,  
c o n ~ m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  b e n c h  t o p  i n s t r u m e n t .  T h i s  c o l o r i -  
m e t r i c  d e t e c t o r  r e p r e s e n t s  a  s i g n i f i c a n t  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  
f u t u r e  r e a l i s a t i o n  o f  f i e l d  d e p l o y a b l e  a n a l y t i c a l  d e v i c e s  b a s e d  
o n  f l o w  a n a l y s i s ,  a s  i t  c o m b i n e s  h i g h  s e n s i t i v i t y  w i t h  l o w  c o s t ,  
l o w  p o w e r  c o n s u m p t i o n  a n d  e a s e  o f  u s e .  
0  2 0 0  
[ M a n g a n e s e  a n d  
4 0 0  
C o b a l t ]  ( p M )  
0  2 0  4 0  6 0  8 0  1 0 0  1 2 0  
[ M a n g a n e s e  a n d  C o b a l t ]  ( p M )  
F i g .  7  A b s o r b a n c e  ( m A U )  v e r s u s  M ~ I ( I I )  a n d  C o ( 1 1 )  P A R  c o i n p l e x  c o n c e n t r a t i o n  f o r  t h e  v a r i a b l e  w a v e l e n g t h  d e t e c t o r .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  
t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  1 1  =  3 .  T h e  i n s e t  ( A )  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  
9 4 2  1  A n a l y s t ,  2 0 0 6 ,  1  3  1 ,  9 3 8 - 9 4 3  
- :  ,  
.  5-1;:; j c > u r t ~ i > !  i > ,  f i : ;  T h e  f . < f . j > ~ ; s !  ? ~ < , ~ , i e { y  o f  C . h : . t y i i : y ~ > >  : i { ) ( ) ( 2  
A c k n o w l e d g e m e n t s  
T h e  A u t h o r s  w i s h  t o  t h a n k  S c i e n c e  F o u n d a t i o n  I r e l a n d  S F 1  
f o r  g r a n t  s u p p o r t  u n d e r  t h e  A d a p t i v e  I l l f o r m a t i o n  C l u s t e r  
A w a r d  ( S F 1  0 3 l I N 3 1 1 3 6 1 ) .  
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4 7 - 5 5 .  
4  J .  L i u ,  K .  J .  V o l k ,  M .  J .  M a t a ,  E .  H .  K e r n s  a n d  M .  S .  L e e ,  
J .  P h a r m .  B i o l n e d .  A n a l . ,  1 9 9 7 ,  1 5 ,  1 7 2 9 - 1 7 3 9 .  
5  C .  C z e r w e n k a ,  M .  L a m m e r h o f e r  a n d  W .  L i n d n e r ,  J .  P h a r m .  
B i o m e d .  A n a l . ,  2 0 0 3 , 3 0 ,  1 7 8 9 - 1 8 0 0 .  
6  M .  S e q u e i r a ,  D .  D i a m o n d ,  A .  D a r i d o n .  J .  L i c h t e n b e r g ,  
S .  V e r p o o r t e  a n d  N .  F .  d .  R o o i j ,  T r e n d s  A n a l .  C h e m . ,  2 0 0 2 ,  2 1 ,  
8 1 6 - 8 2 7 .  
7  P .  W a n g ,  Z .  C h e u  a n d  H . - C .  C h a n g ,  S e n s .  A c t u a t o r s ,  B ,  2 0 0 6 , 1 1 3 ,  
5 0 0 - 5 0 9 .  
8  F .  K u h n ,  M .  O e h m e  a n d  M .  S c h l e i m e r ,  J .  C h r o t n o t o g r . .  A ,  2 0 0 3 ,  
1 0 1 8 ,  2 0 3 - 2 1 2 .  
9  Y .  S h i n t a n i ,  K .  H i r a k o ,  M .  M o t o k a w a .  T .  I w a n o ,  X .  Z h o u ,  
Y .  T a k a n o ,  M .  F u r u n o ,  H .  M i n a k u c h i  a n d  M .  U e d a ,  
J .  C l ~ r o m u t o g r : ,  A ,  2 0 0 5 ,  1 0 7 3 ,  1 7 - 2 3 .  
1 0  D .  C o n n o l l y ,  D .  V i c t o r y  a n d  B .  P a u l l ,  J .  S e p .  S c i . ,  2 0 0 4 ,  2 7 ,  
9 1 2 - 9 2 0 .  
1 1  A .  Z u k a u s k a s ,  M .  S .  S h u r  a n d  R .  C a s k a ,  I n t r o d u c t i o n  t o  S o l i d -  
S t a l e  L i g h t i n g ,  J o h n  W i l e y  &  S o n s ,  I n c . ,  N e w  Y o r k ,  2 0 0 2 .  
1 2  H .  F l a s c h k a  a n d  R .  B a r n e s ,  M i c r o c l r e m .  J . ,  1 9 7 2 ,  1 7 ,  5 8 8 - 6 0 3 .  
1 3  H .  F l a s c l t k a ,  C .  M c K e i t h a n  a n d  R .  B a r n e s ,  A n a l .  L e t t . ,  1 9 7 3 ,  6 ,  
5 8 5 - 5 9 4 .  
1 4  P .  C .  H a u s e r ,  S .  S .  T a n ,  T .  J .  C a r d w e l l ,  R .  W .  C a t t r a l l  a n d  
I .  C .  H a m i l t o n ,  A n a l y s t ,  1 9 8 8 ,  1 1 3 .  1 5 5 1 - - - 1 5 5 5 .  
1 5  P .  C .  H a u s e r  a n d  D .  W .  L .  C h i a n g ,  T a l a n f n ,  1 9 9 3 , 4 0 ,  1 1 9 3 - 1 2 0 0 .  
1 6  A .  R a i n e l l i ,  R .  S t r a t z ,  K .  S c h w e i z e r  a n d  P .  C .  H a u s e r ,  T a l a n t u ,  
2 0 0 3 ,  6 1 ,  6 5 9 - 6 6 5 .  
1 7  P .  C .  H a u s e r ,  T .  W .  T .  R u p a s i n g h e  a n d  N .  E .  C a t e s ,  T a l a n l a ,  1 9 9 5 ,  
4 2 ,  6 0 5 - 6 1 2 .  
1 8  P .  K .  D a s g u p t a ,  1 . - Y .  E o m ,  K .  J .  M o r r i s  a u d  J .  L i ,  A n a l .  C h i m .  
A c t a ,  2 0 0 3 ,  5 0 0 ,  3 3 7 - 3 6 4 .  
1 9  H .  L i u  a n d  P .  K .  D a s g u p t a ,  A n a l .  C h i m .  A c t a ,  1 9 9 4 , 2 8 9 ,  3 4 7 - 3 5 3 .  
2 0  P .  J .  W o r s f o l d .  J .  R i c h a r d  C l i n c h  a n d  H .  C a s e v ,  A n a l .  C h i n r .  A c t a .  
- .  
1 9 8 7 ,  1 9 7 ,  4 3 - 5 0 .  
2 1  G .  J .  S c h m i d t  a n d  R .  P .  W .  S c o t t ,  A n a l v s t .  1 9 8 4 .  1 0 9 .  9 9 7 - - 1 0 0 2 .  
.  -  
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2 2  0 .  G e s c h k e ,  H .  K l a n k  a n d  P .  T e l l e m a n n ,  ~ i c r o s y s t e m  E , l g i n e e r i n g  
o f  L a b - o n - a - c h @  D e v i c e s ,  W I L E Y - V C H ,  W e i n h e i m ,  2 0 0 4 .  
2 3  K .  T .  L a u ,  S .  B a l d w i n ,  R .  L .  S h e p h e r d ,  P .  H .  D i e t z ,  W .  Y e r a z u n i s  
a n d  D .  D i a m o n d ,  T u l u r r t u ,  2 0 0 4 ,  6 3 ,  1 6 7 - 1 7 3 .  
2 4  K .  T .  L a u ,  S .  B a l d w i n ,  M .  O ' T o o l e ,  R .  S h e p h e r d ,  W .  Y e r a z u n i s ,  
S .  I z u o ,  S .  U e y a m a  a n d  D .  D i a m o n d ,  A n a l .  C h i n ? .  A c t a ,  2 0 0 6 , 5 5 7 ,  
1 1 1 - 1 1 6 .  
2 5  M .  O ' T o o l e ,  K .  T .  L a u  a n d  D .  D i a m o n d ,  
T a l a n l a ,  2 0 0 5 ,  6 6 ,  
1 3 4 0 - 1 3 4 4 .  
2 6  E .  S u g r u e ,  P .  N .  N e s t e r e n k o  a n d  B .  P a u l l ,  J .  C h r o l n n t o g ~ : ,  A ,  2 0 0 5 ,  
1 0 7 5 ,  1 6 7 - 1 7 5 .  
2 7  E .  S u g r u e ,  P .  N .  N e s t e r e n k o  a n d  B .  P a u l l ,  A ~ z a l .  C h i ~ i i .  A c t a ,  2 0 0 5 ,  
5 5 3 ,  2 7 - 3 5 .  
2 8  E .  S u g r u e ,  P .  N .  N e s t e r e n k o  a n d  B .  P a u l l ,  J .  S e p .  S c i . ,  2 0 0 4 .  2 7 ,  
9 2 1 - 9 3 0 .  
2 9  A .  A t a n a s s o v a ,  R .  L a m  a n d  D .  B .  Z a m b l e ,  A n a l .  B i o c h e m . ,  2 0 0 4 ,  
3 3 5 ,  1 0 3 - 1 1 1 .  
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w w w . e l s e v i e r . c o m / l o c a t e / a c a  
L o w  p r e s s u r e  i o n  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  a  l o w  c o s t  p a i r e d  
e m i t t e r - d e t e c t o r  d i o d e  b a s e d  d e t e c t o r  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  
o f  a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s  i n  w a t e r  s a m p l e s  
L e o n  B a r r o n ,  P a v e 1  N .  N e s t e r e n k o ,  D e r m o t  D i a m o n d ,  
M a r t i n a  O ' T o o l e ,  K i n g  T o n g  L a u ,  B r e t t  P a u l l  *  
N a t i o n a l  C e n l r e f o r  S e n s o r  R e s e a r c h ,  S c l l o o l  o f  C h e m i c a l  S c i e n c e s ,  D u b l i n  C i t y  U n i v e r s i t y ,  G l a s n e v i n ,  D u b l i n  9 ,  I r e l a n d  
R e c e i v e d  2 4  A p r i l  2 0 0 6 ;  r e c e i v e d  i n  r e v i s e d  f o r m  2 4  M a y  2 0 0 6 ;  a c c e p t e d  2 5  M a y  2 0 0 6  
A v a i l a b l e  o n l i n e  1 8  J u n e  2 0 0 6  
A b s t r a c t  
T h e  u s e  o f  a  l o w  p r e s s u r e  i o n  c h r o m a t o g r a p h  b a s e d  u p o n  s h o r t  ( 2 5  m m  x  4 . 6 r n m )  s u r f a c t a n t  c o a t e d  m o n o l i t h i c  c o l u m n s  a n d  a  l o w  c o s t  p a i r e d  
e m i t t e r d e t e c t o r  d i o d e  ( P E D D )  b a s e d  d e t e c t o r ,  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s  i n  a q u e o u s  m a t r i c e s  i s  p r e s e n t e d .  T h e  s y s t e m  w a s  
a p p l i e d  t o  t h e  s e p a r a t i o n  o f  m a g n e s i u m ,  c a l c i u m ,  s t r o n t i u m  a n d  b a r i u m  i n  l e s s  t h a n  7  m i n  u s i n g  a  0 . 1 5  M  K C 1  m o b i l e  p h a s e  a t  p H  3 ,  w i t h  p o s t -  
c o l u m n  r e a c t i o n  d e t e c t i o n  a t  5 7 0  n m  u s i n g  o - c r e s o l p h t h a l e i n  c o m p l e x o n e .  A  c o m p a r i s o n  o f  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  P E D D  d e t e c t o r  w i t h  a  s t a n d a r d  
l a b o r a t o r y  a b s o r b a n c e  d e t e c t o r  i s  s h o w n ,  w i t h  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  f o r  m a g n e s i u m  a n d  c a l c i u m  u s i n g  t h e  l o w  c o s t  P E D D  d e t e c t o r  e q u a l  t o  0 . 1 6  a n d  
0 . 2 3  m g L p l ,  r e s p e c t i v e l y .  F i n a l l y ,  t h e  d e v e l o p e d  s y s t e m  w a s  u s e d  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  i n  a  c o m m e r c i a l  s p r i n g  w a t e r  
s a m p l e .  
0  2 0 0 6  E l s e v i e r  B . V .  A l l  r i g h t s  r e s e r v e d .  
K e y w o r d s :  L o w  p r e s s u r e  i o n  c h r o m a t o g r a p h y ;  A l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s ;  P o s t - c o l u m n  r e a c t i o n ;  P a i r e d  e m i t t e r - d e t e c t o r  d i o d e  d e t e c t o r  
1 .  I n t r o d u c t i o n  
I n  t h e  f i e l d  o f  i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( I C ) ,  t h e r e  a r e  m a n y  i m p o r -  
t a n t  i n d u s t r i a l  a n d  e n v i r o n m e n t a l  a p p l i c a t i o n s  t h a t  o n l y  r e q u i r e  
t h e  s e p a r a t i o n  a n d  d e t e c t i o n  o f  a  s m a l l  n u m b e r  o f  i o n s .  I n  s u c h  
c a s e s  s i m p l e  l o w  p r e s s u r e  a n d  l o w  c o s t  I C  s y s t e m s  c a n  h a v e  
m a n y  u s e f u l  a p p l i c a t i o n s .  R e c e n t  a t t e m p t s  t o  d e v e l o p  s u c h  l o w  
c o s t ,  l o w  p r e s s u r e  I C  s y s t e m s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  u t i l i s i n g  
s h o r t  m o d i f i e d  m o n o l i t h i c  c o l u m n s .  F o r  e x a m p l e ,  C o n n o l l y  e t  
a l .  [ l ]  r e c e n t l y  u s e d  a  m o d i f i e d  m o n o l i t h i c  c o l u m n  i n  a  l o w  
p r e s s u r e  I C  s y s t e m  b a s e d  u p o n  t h e  u s e  o f  p e r i s t a l t i c  p u m p s  t o  
r e p l a c e  n o r m a l  h i g h  p r e s s u r e  L C  p u m p s  a n d  w a s  a b l e  t o  a c h i e v e  
a  s e p a r a t i o n  o f  f i v e  i n o r g a n i c  a n i o n s  o n  a  s h o r t  5 0  m m  x  4 . 6  m m  
m o n o l i t h  i n  3 0  m i n  a t  - 1 . 5  b a r  a n d  a t  0 . 2  r n L  m i n - l .  V i c t o r y  e t  
a l .  [ 2 ]  f o l l o w e d  b y  O ' R i o r d a i n  e t  a l .  [ 3 ]  r e d u c e d  t h e  a b o v e  c o l -  
u m n  l e n g t h  t o  o n l y  1 0  m m  i n  c u s t o m - b u i l t  l o w  p r e s s u r e  s y s t e m s  
a n d  s t i l l  a c h i e v e d  u s e f u l  s e p a r a t i o n s  o f  a  n u m b e r  o f  c o m m o n  
*  C o r r e s p o n d i n g  a u t h o r .  T e l . :  + 3 5 3  1 7 0 0 5 0 6 0 ;  f a x :  + 3 5 3  1 7 0 0 . 5 5 0 3 .  
E - m a i l  a d d r e s s :  b r e t t . p a u l l @ d c u . i e  ( B .  P a u l l ) .  
a n i o n s .  M o s t  r e c e n t l y ,  P e l l e t i e r  a n d  L u c y  [ 4 ]  m a n a g e d  t o  s u c -  
c e s s f u l l y  c o m b i n e  b o t h  l o w  p r e s s u r e  a n d  r a p i d  I C  s e p a r a t i o n s .  
U t i l i s i n g  1 0  a n d  e v e n  5  m m  m o n o l i t h i c  c o l u m n s  a n d  c a r e f u l  
c o n t r o l  o f  e l u e n t  c o n d i t i o n s  a n d  e x t r a - c o l u m n  b a n d  b r o a d e n i n g ,  
P e l l e t i e r  a n d  L u c y  [ 4 ]  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  a b i l i t y  t o  s e p a r a t e  
f i v e  a n i o n s  i n  j u s t  u n d e r  2  m i n  o n  a  1 0  m m  c o l u m n  a t  a  f l o w  r a t e  
o f  0 . 9 5  m ~ m i n - l ,  d e l i v e r e d  w i t h  a  s i m p l e  l o w  p r e s s u r e  s y r i n g e  
P u m p .  
A l o n g  w i t h  r e l i a b l e  l o w  p r e s s u r e  c o l u m n  t e c h n o l o g y ,  m a n y  
o t h e r  c o m p o n e n t s  o f  a  l o w  c o s t ,  l o w  p r e s s u r e  I C  s y s t e m  r e q u i r e  
e q u a l  a t t e n t i o n ,  n o t  l e a s t  s e n s i t i v e  l o w  c o s t  d e t e c t o r s .  R e c e n t  
w o r k  b y  L a u  e t  a l .  [ 5 , 6 ]  h a s  d e s c r i b e d  t h e  u s e  o f  a  p a i r e d  
e m i t t e r - d e t e c t o r  d i o d e  ( P E D D )  d e v i c e  a s  a  f l o w  t h r o u g h  d e t e c -  
t o r  f o r  p h o t o m e t r i c  a n a l y s i s ,  c o m p a c t  a n d  s i m p l e  i n  d e s i g n  a n d  
c o m p r i s e d  o f  i n e x p e n s i v e  c o m p o n e n t s .  T h e  P E D D  b a s e d  d e t e c -  
t o r  w a s  u s e d  w i t h i n  a  f l o w  a n a l y s i s  s y s t e m  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  
b r o m o c r e s o l  g r e e n  ( B C G )  d y e  w i t h  t h e  f i n a l  c e l l  d e s i g n  m e a -  
s u r e d  a p p r o x i m a t e l y  5  r n m  x  1 5  m m  [ 7 ] .  Q u a n t i t a t i v e  d e t e c t i o n  
l i m i t s  f o r  B C G  w e r e  e a s i l y  a c h i e v a b l e  w i t h  t h i s  d e s i g n  a t  a  
d e m o n s t r a t e d  5  m g ~ - '  l e v e l  ( 8  p M  B C G )  o n c e  a n  o p t i r n i s e d  
r e s i s t a n c e  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  e m i t t e r  L E D .  C o u p l e d  w i t h  c i r -  
0 0 0 3 - 2 6 7 0 / $  -  s e e  f r o n t  m a t t e r  0  2 0 0 6  E l s e v i e r  B . V .  A l l  r i g h t s  r e s e r v e d .  
d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . a c a . 2 0 0 6 . 0 5 . 1 0 1  
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c u i t i y  o f  a p p r o x i m a t e l y  9 0  m m  x  6 5  m m  x  3 0  r n m ,  t h i s  s i m p l e  
d e t e c t o r  h i g h l i g h t e d  t h a t  b o t h  c o s t  a n d  s i z e  c o u l d  b e  a d d r e s s e d  
s i m u l t a n e o u s l y .  
T h e  a i m  o f  t h e  w o r k  p r e s e n t e d  h e r e  w a s  t o  d e v e l o p  a  w o r k i n g  
p o r t a b l e  l o w  c o s t ,  l o w  p r e s s u r e  I C  s y s t e m  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  
o f  a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s  i n  a q u e o u s  m a t r i c e s .  B y  u t i l i s i n g  s i m -  
p l e  l o w  p r e s s u r e  p u m p s  t o g e t h e r  w i t h  s h o r t  m o n o l i t h i c  c a t i o n  
e x c h a n g e  c o l u m n s  a n d  a  n e w l y  d e s i g n e d  P E D D  b a s e d  d e t e c t o r  
i n c o r p o r a t i n g  a  5 7 4 n m  e m i t t e r  L E D ,  c o m b i n e d  w i t h  s e l e c t i v e  
p o s t - c o l u m n  r e a c t i o n  d e t e c t i o n  u s i n g  o - c r e s o l p h t h a l e i n  c o m -  
p l e x o n e ,  t h e  s e p a r a t i o n  a n d  d e t e c t i o n  o f  l o w  m g ~ - '  c o n c e n t r a -  
t i o n s  o f  a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s  w a s  i n v e s t i g a t e d .  T h e  d e v e l o p e d  
p o r t a b l e  l o w  c o s t ,  l o w  p r e s s u r e  I C  s y s t e m  w a s  f u l l y  i n v e s t i g a t e d  
w i t h  r e s p e c t  t o  r u g g e d n e s s ,  s e n s i t i v i t y ,  l i n e a r i t y  a n d  t h e  s y s t e m  
a p p l i e d  t o  m i n e r a l  w a t e r  s a m p l e s .  
2 .  E x p e r i m e n t a l  
2 . 1 .  R e a g e n t s  a n d  p r o c e d u r e s  
A l l  c h e m i c a l s  w e r e  o f  r e a g e n t  g r a d e  a n d  w e r e  o r d e r e d  f r o m  
S i g m a - A l d r i c h  ( G i l l i n g h a m ,  U K ) .  F o r  c a t i o n i c  a n a l y t e s ,  t h e  
c h l o r i d e  s a l t s  o f  e a c h  o f  c a l c i u m ,  m a g n e s i u m ,  s t r o n t i u m  a n d  
b a r i u m  w e r e  u s e d  a n d  s t o c k  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  t o  a  c o n -  
c e n t r a t i o n  o f  1 0 0 0  m g  L - '  .  W o r k i n g  s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  
d a i l y  f r o m  t h e s e  s t o c k s .  A  s a m p l e  o f  D u n C a r r i g  S t i l l  I r i s h  
S p r i n g  W a t e r  w a s  o b t a i n e d  f r o m  D u n C a r r i g  S p r i n g  L t d .  ( R o x -  
b o r o ,  I r e l a n d ) ,  s t o r e d  a t  4  OC a n d  w a s  s y r i n g e  f i l t e r e d  b e f o r e  u s e .  
U l t r a  p u r e  w a t e r  u s e d  f o r  s t a n d a r d s ,  m o b i l e  p h a s e s  a n d  p o s t -  
c o l u m n  r e a g e n t s  w a s  o b t a i n e d  f r o m  a  M i l l i p o r e  M i l l i - Q  w a t e r  
p u r i f i c a t i o n  s y s t e m  ( M i l l i p o r e ,  B e d f o r d ,  M A ,  U S A )  w i t h  a  s p e -  
c i f i c  r e s i s t a n c e  o f  1 8 . 3  M Q  c m  o r  g r e a t e r .  T h e  o p t i m i s e d  m o b i l e  
p h a s e  f o r  e l u t i o n  o f  c a t i o n i c  s p e c i e s  w a s  0 . 1 5  M  K C 1  a d j u s t e d  t o  
p H  3 . 0  w i t h  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  ( S i g m a - A l d r i c h ) .  F o r  c o a t i n g  o f  
t h e  a n a l y t i c a l  c o l u m n ,  d i o c t y l s u l f o s u c c i n a t e  ( D O S S )  w a s  u s e d .  
T h e  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  c o n s i s t e d  o f  0 . 4  m M  o - c r e s o l p h t h a l e i n  
c o m p l e x o n e  ( 0 - C P C ) ,  0 . 2 5  M  b o r i c  a c i d  a d j u s t e d  t o  p H  1 0 . 5  w i t h  
a  5 0 %  s o l u t i o n  o f  N a O H .  A l l  m o b i l e  p h a s e s  a n d  p o s t - c o l u m n  
r e a g e n t s  w e r e  d e g a s s e d  a n d  f i l t e r e d  b e f o r e  u s e  u s i n g  0 . 4 5  p m  
n y l o n  m e m b r a n e  f i l t e r s  f r o m  G e l m a n  L a b o r a t o r i e s  ( A n n  A r b o r ,  
M I ,  U S A ) .  
2 . 2 .  C o a t i n g  of t h e  a n a l y t i c a l  c o l u m n  
A  s o l u t i o n  o f  D O S S  w a s  p r e p a r e d  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  
a p p r o x i m a t e l y  1 0  m M  i n  u l t r a  p u r e  w a t e r .  A f t e r  p r i m i n g  o f  o n e  o f  
t h e  m i l l i G A T  p u m p s  w i t h  t h i s  s o l u t i o n  f o r  a p p r o x i m a t e l y  5  m i n ,  
a  p r e v i o u s l y  a c e t o n i t r i l e - p r e c o n d i t i o n e d  2 5  m m  x  4 . 6  m m  P h e -  
n o m e n e x  O n y x  m o n o l i t h i c  c o l u m n  w a s  c o a t e d  a t  0 . 5  m ~  m i n - '  
f o r  a  4  h  p e r i o d ,  s w i t c h i n g  t h e  c o l u m n  o r i e n t a t i o n  e v e r y  1 5  m i n  
t o  a l l o w  f o r  c o m p l e t e  c o a t i n g .  T h e  c o l u m n  w a s  t h e n  w a s h e d  
w i t h  M i l l i - Q  w a t e r  f o r  a  f u r t h e r  4 - 5  h  t o  r e m o v e  a n y  e x c e s s  
s u r f a c t a n t .  
2 . 3 .  L o w  p r e s s u r e  I C  c o m p o n e n t s  a n d  s u p p l e n z e n t a r y  
i n s t r u m e n t a t i o n  
T h e  l o w  p r e s s u r e  I C  s y s t e m  u s e d  i s  s h o w n  s c h e m a t i c a l l y  
a s  F i g .  1 .  A l l  s e p a r a t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  a  P h e n o m e n e x  
O n y x  2 5  m m  x  4 . 6  m m  i . d .  m o n o l i t h i c  R P - C I I  a n a l y t i c a l  c o l -  
u m n  ( T o r r a n c e ,  C A ,  U S A )  c o a t e d  w i t h  D O S S  s u r f a c t a n t .  M o b i l e  
p h a s e  a n d  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  w e r e  d e l i v e r e d  v i a  t w o  p r o -  
g r a m m a b l e  l o w  p r e s s u r e  m i l l i G A T  s t e p p e r  m o t o r  p u m p s  f r o m  
G l o b a l  F I A  I n c .  ( F o x  I s l a n d ,  W A ,  U S A ) .  E a c h  p u m p  w a s  c o n -  
t r o l l e d  v i a  a  M i c r o L y n x - 4  i n t e g r a t e d  m i c r o  s t e p p i n g  m o t o r  d r i v e  
o r d e r e d  f r o m  I n t e l l i g e n t  M o t i o n  S y s t e m s  ( M a r l b o r o u g h ,  C T ,  
F i g .  1 .  L o w  p r e s s u r e  i o n  c h r o m a t o g r a p h  d e s i g n  a n d  c o m p o n e n t s  w i t h  d i m e n s i o n s .  
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L .  B a r r o n  e l  a l .  / A n a l y l i c a  C h i m i c a  A c t a  5 7 7  ( 2 0 0 6 )  3 2 - 3 7  
U S A ) .  M o b i l e  p h a s e  f r o m  t h e  p u m p  w a s  p a s s e d  t h r o u g h  a  p r e s -  
F l o w  
s u r e  g a u g e  f r o m  ~ l l t e c h  ~ s s o c i a t e s  ( D e e r f i e l d ,  I L ,  U S A )  b e f o r e  
e n t e r i n g  a n  i n j e c t i o n  v a l v e  f r o m  R h e o d y n e  L L C  ( R o h n e r t  P a r k ,  
C A ,  U S A ) .  M o b i l e  p h a s e  a n d  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  f l o w  r a t e s  
w e r e  e a c h  s e t  a t  0 . 5  m ~ m i n - l .  T h e  i n j e c t i o n  l o o p  f o r  l o w  p r e s -  
s u r e  s e p a r a t i o n s  w a s  1 0 0  p L  f o r  i n c r e a s e d  s e n s i t i v i t y .  A d d i t i o n  
o f  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  w a s  p e r f o r m e d  v i a  a  T - j u n c t i o n  c o n -  
n e c t e d  t o  a  s i n g l e  b e a d  s t r i n g  r e a c t o r  ( S i g m a - A l d r i c h )  p r i o r  t o  
d e t e c t i o n .  T u b i n g  p r i o r  t o  t h e  i n j e c t i o n  v a l v e  w a s  o f  0 . 7 5  m m  
i . d .  P E E K  t o  r e d u c e  b a c k p r e s s u r e  a n d  p o s t - i n j e c t i o n  v a l v e  t u b -  
i n g  w a s  o f  0 . 1 0  m m  i . d .  a n d  w a s  a s  s h o r t  a s  p h y s i c a l l y  p o s s i b l e  t o  
m a i n t a i n  c h r o m a t o g r a p h i c  e f f i c i e n c y .  A l l  c h r o m a t o g r a p h y  w a s  
c a r r i e d  o u t  u n d e r  a m b i e n t  l a b o r a t o r y  t e m p e r a t u r e s .  
I n i t i a l  d e t e c t i o n  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  a  W a t e r s  4 8 6  t u n e a b l e  
a b s o r b a n c e  d e t e c t o r  ( M i l f o r d ,  M A ,  U S A )  s e t  t o  a  w a v e l e n g t h  o f  
5 7 5  n m .  F o r  t h e  f i n a l  c o m p a c t  l o w  p r e s s u r e  I C  s y s t e m  d e s i g n ,  a  
h o m e  d e s i g n e d  a n d  b u i l t  p a i r e d  e m i t t e r  d e t e c t o r  d i o d e  ( P E D D )  
w a s  u s e d  f o r  d e t e c t i o n  c o m p l e t e  w i t h  c i r c u i t r y  a n d  a n a l o g - t o -  
d i g i t a l  c o n v e r t e r  ( A D C )  s i m i l a r  t o  t h a t  u s e d  e a r l i e r  [ 7 ] .  W h e r e  
c o m p a r i s o n s  o f  b o t h  d e t e c t o r s  w e r e  p e r f o r m e d ,  t h e  p o s t - c o l u m n  
r e a c t i o n  c o i l  w a s  f i t t e d  s e p a r a t e l y  t o  t h e  W a t e r s  a b s o r b a n c e  
d e t e c t o r  o r  t h e  P E D D  t o  f u l l y  i n v e s t i g a t e  a n y  b a n d  b r o a d e n -  
i n g  o r  p e a k  d i s t o r t i o n s  s o l e l y  d u e  t o  f a b r i c a t i o n  o f  t h e  P E D D .  
F o r  d a t a  a c q u i s i t i o n  a n d  p u m p  c o n t r o l ,  a  D e l l  O p t i p l e x  G X - 3 2 0  
p e r s o n a l  c o m p u t e r  w a s  u s e d  ( D u b l i n ,  I r e l a n d )  w i t h  b o t h  I n t e l l i -  
g e n t  M o t i o n  S y s t e m s  T e r m i n a l  p u m p  c o n t r o l  s o f t w a r e  a n d  P i c o  
L o g  d a t a  l o g g i n g  s o f t w a r e  i n s t a l l e d  ( P i c o  T e c h n o l o g i e s  L t d . ,  
S t .  N e o t s ,  U K ) .  S i m u l t a n e o u s  c o n t r o l  o f  b o t h  p u m p s  a n d  d a t a  
a c q u i s i t i o n  w a s  p e r f o r m e d  v i a  a  h i g h - s p e e d  4  s e r i a l  p o r t  P C 1  c a r d  
( M R i  U K  L t d . ,  L o n d o n ,  U K )  a n d  R S - 2 3 2  c a b l i n g .  F o r  d i g i t i s a -  
t i o n  o f  t h e  o u t p u t  f r o m  t h e  W a t e r s  a b s o r b a n c e  d e t e c t o r ,  a  P i c o  
m o d e l  A D C - 1 6  a n a l o g - t o - d i g i t a l  c o n v e r t e r  w a s  e m p l o y e d .  F o r  
d e t e r m i n a t i o n  o f  c o l u m n  c o a t i n g  s t a b i l i t y ,  t h e  f r e s h l y  c o a t e d  c o l -  
u m n  w a s  c o n f i g u r e d  i n t o  a  D X - 5 0 0  i o n  c h r o m a t o g r a p h  f r o m  
D i o n e x  C o r p o r a t i o n  ( S u n n y v a l e ,  C A ,  U S A )  c o n s i s t i n g  o f  a  
G P 5 0  p u m p ,  L C 2 5  c h r o m a t o g r a p h y  o v e n  a n d  a n  A D 2 0  U V - v i s  
A b s o r b a n c e  d e t e c t o r  c o n f i g u r e d  f o r  t h e  o - C P C  p o s t - c o l u m n  
r e a c t i o n  (A =  5 7 5  n m ) .  T h e  s e c o n d a r y  p u m p  u s e d  w a s  a  W a t e r s  
5 0 1  p u m p .  F l o w  r a t e s  w e r e  i d e n t i c a l  t o  t h a t  o f  t h e  l o w  p r e s s u r e  
I C  s y s t e m .  R e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a n d  a c q u i r e d  
u s i n g  P e a k N e t  6 . 0  s o f t w a r e  ( D i o n e x ) .  
2 . 4 .  F a b r i c a t i o n  a n d  o p e r a t i o n  o f  i n t e g r a t e d  P E D D P o w  
c e l l  d e t e c t o r  
T h e  i n t e g r a t e d  d e t e c t o r  c e l l  c o m p r i s e d  o f  t w o  a n t a g o n i s t i -  
c a l l y  o r i e n t e d  5  m m  L E D s  f r o m  K i n g b r i g h t  ( T a p e i ,  T a i w a n )  w i t h  
A, v a l u e s  a t  5 7 4  a n d  6 2 1  n m  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  e m i t t e r  a n d  
d e t e c t o r ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  d e s i g n  o f  t h i s  c e l l  i s  s h o w n  i n  F i g .  2 .  
A s  L E D s  a r e  u s u a l l y  m a n u f a c t u r e d  w i t h  a  c u r v e d  u p p e r  s u r f a c e ,  
a  0 . 2 5  m m  s e c t i o n  o f  t h e  t i p  o f  e a c h  L E D  w a s  r e m o v e d  a n d  
t h e  r e m a i n i n g  L E D  p o r t i o n s  s a n d e d  w i t h  g e n e r a l  p u r p o s e  f i n e  
g r a d e  s a n d  p a p e r  t o  g i v e  s m o o t h ,  f l a t  b o n d i n g  s u r f a c e s .  U s i n g  
a  1 . 3  m m  d r i l l  b i t ,  a  h o l e  w a s  d r i l l e d  t h r o u g h  t h e  e m i t t e r  L E D .  
T h e  t w o  L E D s  w e r e  t h e n  f u s e d  t o g e t h e r  u s i n g  U V  c u r a b l e  e p o x y  
g l u e  ( E d m u n d  S c i e n t i f i c :  O r l a n d  8 1  e x t r a  f a s t  c u r i n g ,  U S A )  a n d  
p l a c e d  u n d e r  U V  l i g h t  ( 3 8 0  n m )  f o r  3 0  m i n .  T h e  P E D D  c e l l  w a s  
E m i t t e r  L n  ( 5 7 4  m )  I  D e t e c t a r  L i D  ( 6 2 1  n r n )  
L i n e  of F u s i o n  
F i g .  2 .  S c h e m a t i c  o f  t h e  i n t e g r a t e d  p a i r e d  e m i t t e r - d e t e c t o r  d i o d e  d e v i c e  f o r  
d e t e c t i o n  o f  a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s  a t  A. =  5 7 4 . 6  n r n f o l l o w i n g  p o s t  c o l u m n  r e a c t i o n  
w i t h  o - C P C .  
i n i t i a l l y  f i t t e d  w i t h  i n l e t  a n d  o u t l e t  g r e e n  c o d e  P E E K  t u b i n g  a n d  
p a i n t e d  w i t h  s e v e r a l  c o a t s  o f  b l a c k  p a i n t  t o  r e d u c e  s t r a y  l i g h t  
e f f e c t s  o n  a n a l y t i c a l  s i g n a l s .  
A  9  V  d c  m a i n s  t r a n s f o r m e r  p o w e r e d  t h e  u n i t .  T h e  l i g h t  d e t e c -  
t o r  L E D  i n  i n p u t  m o d e  w a s  c h a r g e d  u p  t o  5  V  f o r  1 0 0  p s  a n d  
t h e n  s w i t c h e d  t o  o u t p u t  m o d e .  T h e  p h o t o n  e m i t t e d  f r o m  t h e  
g r e e n  L E D  s t r i k e s  t h e  r e d  d e t e c t o r  L E D  g e n e r a t i n g  a  s m a l l  p h o -  
t o c u r r e n t  t h a t  d i s c h a r g e s  t h e  d e t e c t o r  L E D .  T h e  t i m e  t a k e n  f o r  
t h e  d i s c h a r g e  p r o c e s s  t o  g o  f r o m  a n  i n i t i a l  v a l u e  o f  5  V  ( l o g i c  1 )  
t o  a  p r e s e t  v a l u e  o f  1 . 7  V  ( l o g i c  0 )  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a  s i m p l e  
t i m e r  c i r c u i t  [ 5 , 6 ] .  
3 .  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
3 . 1 .  P r a c t i c a l  l o w  p r e s s u r e  c o l u m n  t e c h n o l o g y - c h o i c e  o f  
s u r f a c t a n t  
T h e  u s e  o f  D O S S  t o  c o n v e r t  r e v e r s e d  p h a s e  m o n o l i t h i c  
c o l u m n s  i n t o  s t a b l e  c a t i o n  e x c h a n g e r s  h a s  b e e n  p r e v i o u s l y  
b r i e f l y  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  a u t h o r s  [ I ] .  H e r e ,  t o  f u l l y  e x a m -  
i n e  t h e  s t a b i l i t y  o f  t h e  D O S S  c o a t i n g ,  2 4 0  r e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  o f  
a  1 0  m g  L - '  s o l u t i o n  o f  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  w e r e  c a r r i e d  
o u t  o n  t h e  D X - 5 0 0  i o n  c h r o m a t o g r a p h  u s i n g  t h e  0 . 1 5 M  K C 1  
m o b i l e  p h a s e  ( p H  3 . 0 )  a n d  r e t e n t i o n  t i m e s  r e c o r d e d  ( e a c h  r u n  
d u r a t i o n  =  5 . 5  m i n ,  t o t a l  r u n  t i m e  = 2 2  h ) .  A  s i m i l a r  m e t h o d  w a s  
e m p l o y e d  i n  p r e v i o u s  w o r k  f o r  t h e  a s s e s s m e n t  o f  a  s u i t a b l e  a n i o n  
e x c h a n g e  c o a t i n g  [ 8 ] .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  o v e r  t h i s  p e r i o d  ( a p p r o x -  
i m a t e l y  1 6 0 0  c o l u m n  v o l u m e s )  n o  d i s c e r n a b l e  l o s s  i n  r e t e n t i o n  
w a s  o b s e r v e d  f o r  e i t h e r  c a l c i u m  o r  m a g n e s i u m  o n  t h i s  D O S S  
c o a t e d  m o n o l i t h  w i t h  r e t e n t i o n  t i m e  R . S . D s  o f  1 . 2 0  a n d  1 . 2 5 %  
f o r  m a g n e s i u m  a n d  c a l c i u m ,  r e s p e c t i v e l y  ( s e e  F i g .  3 ) .  R e s o l u t i o n  
o f  t h e  t w o  c a t i o n s  o v e r  t h e  s t u d y  l a y  a t  2 . 7 9  f  0 . 1 9 .  P e a k  a s y m -  
m e t r i e s  l a y  a t  1 . 1 6  f  0 . 1 4  1 1 . 3 2  f  0 . 0 9  a n d  p e a k  w i d t h s  a t  b a s e -  
l i n e  l e v e l  w e r e  o f  t h e  o r d e r  o f  0 . 3 7  &  0 . 0 2  m i n 1 0 . 5 6  &  0 . 0 8  m i n  
f o r  m a g n e s i u m  a n d  c a l c i u m ,  r e s p e c t i v e l y .  
I t  w a s  n o t i c e d  i n  i n i t i a l  i n v e s t i g a t i o n s  t h a t  o p e r a t i n g  a t  h i g h e r  
m o b i l e  p h a s e  f l o w  r a t e s  o f  - 2 - 3  m ~  m i n - '  s e e m e d  t o  i n d u c e  a  
L .  B u r l - o n  e l  u l .  / A n a l y l i c u  C h i m i c u  A c l u  5 7 7  ( 2 0 0 6 )  3 2 - 3 7  
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R e t e n t i o n  T i m e  ( m i n )  
F i g .  3 .  O v e r l a y  o f  l s t ,  5 0 t h  a n d  I O O t h m n s  d u r i n g  s t a b i l i t y  s t u d y  o f  D O S S  c o a t e d  
m o n o l i t h .  
c o n t i n u i n g  r i s e  i n  c o l u m n  b a c k p r e s s u r e  a b o v e  a  m a x i m u m  l i m i t  
f o r  l o w  p r e s s u r e  I C  a f t e r  a  f e w  w o r k i n g  d a y s  ( t a k e n  a s  7  b a r ,  
a s  p e r  M i l l i G A T  p u m p  m a x i m u m  b a c k p r e s s u r e  s p e c i f i c a t i o n s ) .  
H o w e v e r ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  a t  s u b - m L  m i n - '  f l o w  r a t e s ,  u s i n g  t h e  
K C 1  m o b i l e  p h a s e ,  l i t t l e  o r  n o  s u c h  e f f e c t  w a s  o b s e r v e d  a n d  t h e  
m o n o l i t h  l i f e t i m e  w a s  c o n s i d e r a b l y  e x t e n d e d .  T h e r e f o r e ,  o v e r  
t h e  s u b s e q u e n t  1 - m o n t h  m e t h o d  d e v e l o p m e n t  p e r i o d ,  f l o w  r a t e s  
o f  0 . 5  m ~  m i n - '  w e r e  m a i n t a i n e d ,  w i t h  n o  s u b s e q u e n t  n o t i c e -  
a b l e  r i s e  i n  c o l u m n  b a c k p r e s s u r e s .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  2 5  m m  
m o d i f i e d  m o n o l i t h  g e n e r a t e d  b a c k p r e s s u r e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  
2  b a r  u n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s .  C o n s e q u e n t l y ,  o v e r a l l  s y s t e m  b a c k -  
p r e s s u r e  w a s  a p p r o x i m a t e l y  5  b a r ,  w h i c h  i n c l u d e d  t h e  p r e s s u r e  
. s o  1  ,  
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R e t e n t i o n  T i m e  ( m i n )  
g a u g e  i t s e l f ,  t h e  i n j e c t o r ,  c o l u m n ,  p o s t - c o l u m n  r e a c t i o n  c o i l ,  
d e t e c t o r  a n d  a l l  P E E K  t u b i n g  c o n n e c t i o n s  a n d  l o o p s .  L o n g e r  
5 0  o r  1 0 0  m m  c o a t e d  m o n o l i t h s  m a y  h a v e  i m p r o v e d  s e l e c t i v i t y  
b u t  w o u l d  h a v e  i n c r e a s e d  s y s t e m  b a c k p r e s s u r e .  H o w e v e r ,  s e l e c -  
t i v i t y  f o r  t h e  a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s  o n  t h e  2 5  r n m  m o n o l i t h  w a s  
d e e m e d  s a t i s f a c t o r y .  
3 . 2 .  L o w  p r e s s u r e  ZC of a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s  a n d  d e t e c t o r  
p e r j o r m a n c e  
T h e  w e l l  e s t a b l i s h e d  a n d  h i g h l y  s e l e c t i v e  p o s t - c o l u m n  
r e a g e n t ,  o - c r e s o l p h t h a l e i n  c o m p l e x o n e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  
p a r t i c u l a r l y  s e n s i t i v e  f o r  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  a n d  t o  a  l e s s e r  
e x t e n t  s t r o n t i u m  a n d  b a r i u m  [ 9 , 1 0 ] .  N o  p o s t - c o l u m n  r e a c t i o n  
c o i l  h e a t e r  w a s  r e q u i r e d ,  l i m i t i n g  s y s t e m  c o s t  a n d  s i z e .  I n i -  
t i a l  i n v e s t i g a t i o n s  u s e d  t h e  s t a n d a r d  b e n c h - t o p  W a t e r s  t u n e -  
a b l e  a b s o r b a n c e  d e t e c t o r .  C o m p l e t e  s e p a r a t i o n  o f  a  s t a n d a r d  o f  
3  m g  L -  '  m a g n e s i u m  a n d  c a l c i u m ,  2 0  m g  L - '  s t r o n t i u m  a n d  
4 0 m g L P '  b a r i u m  i n  M i l l i - Q  w a t e r  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  
d e v e l o p e d  s y s t e m  a n d  t h e  W a t e r s  U V - v i s  d e t e c t o r  ( F i g .  4 ( a ) ) .  
T h i s  s t a n d a r d  w a s  t h e n  s e q u e n t i a l l y  d i l u t e d  1 1 1 0  a n d  1 1 1 0 0  t o  
g i v e  a  s i g n a l - t o - n o i s e  r a t i o  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 :  1  a n d  d e t e c t i o n  
l i m i t s  w e r e  c a l c u l a t e d  i n  o r d e r  t o  c o m p a r e  l a t e r  w i t h  P E D D  p e r -  
f o r m a n c e .  
T o  s e l e c t  t h e  a p p r o p r i a t e  e m i t t e r  L E D  f o r  t h e  P E D D  d e t e c t o r ,  
a  s o l u t i o n  o f  t h e  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  w a s  t a k e n  a n d  s p i k e d  w i t h  
i n c r e m e n t i n g  a m o u n t s  o f  b o t h  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  ( 5 ,  1 0  
a n d  1 5  m g  L - '  o f  b o t h ) .  T h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  o f  t h e  r e s u l t i n g  
m i x t u r e s  w e r e  t h e n  o b t a i n e d ,  s h o w i n g  A m a x  =  5 7 3  = t  2  n m  f o r  t h e  
m e t a l  c o m p l e x ,  n  =  3  s c a n s .  T h e r e f o r e ,  a  g r e e n  L E D  ( A m a x  m e a -  
s u r e d  a t  5 7 5  n m ;  b a n d w i d t h  =  a p p r o x i m a t e l y  5 0  n m )  w a s  u t i l i s e d  
w i t h i n  t h e  P E D D  d e t e c t o r .  F i g .  5  r e p r e s e n t s  a n  o v e r l a y  o f  t h e  
P E D D  e m i t t e r  L E D  e m i s s i o n  s p e c t r u m ,  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r a  
o f  t h e  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  o n l y  a n d  a  5  m g  L - '  s o l u t i o n  o f  c a l -  
c i u m  a n d  m a g n e s i u m  m i x e d  w i t h  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t .  I t  i s  c l e a r  
t h a t  t h e  e m i s s i o n  s p e c t r u m  A m a x  o f  t h e  o v e r l a p p e d  s a t i s f a c t o r i l y  
w i t h  t h e  a b s o r p t i o n  m a x i m a  o f  t h e  m e t a l  c o m p l e x .  
R e t e n t i o n  T i m e  ( m i n )  
F i g .  4 .  L P I C  o f  3 m g ~ ~ '  m a g n e s i u m  a n d  c a l c i u m ,  2 0 m g ~ - '  s t r o n t i u m  a n d  4 0 m g ~ - '  b a r i u m  o v e r l a i d  w i t h  1 / 1 0  a n d  1 1 1 0 0  d i l u t i o n s  u s i n g  ( a )  W a t e r s  t u n e a h l e  
a b s o r b a n c e  d e t e c t o r  a n d  ( b )  u s i n g  P E D D  d e v i c e  a s  t h e  d e t e c t i o n  m o d e .  S i g n a l s  i n  ( b )  o f f s e t  b y  + I 0 0 0  , L L S  e a c h  f o r  c l a r i t y .  G r e y  t r a c e =  u n s m o o t h e d  s i g n a l  f r o m  P E D D .  
B l a c k  t r a c e =  1 0 - p o i n t  m o v i n g  a v e r a g e  s m o o t h i n g  a l g o r i t h m  t o  d e m o n s t r a t e  a n y  l o s s  i n  s e n s i t i v i t y  o r  p e a k  s h a p e  d i s t o r t i o n .  S y s t e m  b a c k p r e s s u r e = - 5  b a r  ( u s i n g  
e i t h e r  d e t e c t o r ) ;  c o l u m n  b a c k p r e s s u r e  =  - 2  b a r .  
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4 0 0  4 5 0  5 0 0  5 5 0  8 0 0  6 5 0  7 0 0  
W a v e l e n g t h  ( n r n )  
F i g .  5 .  O v e r l a y  o f  P E D D  e m i t t e r  L E D  ( m e a s u r e d  a t  h  =  5 7 4 . 6  n m )  e m i s s i o n  
s p e c t r u m  a n d  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  f o r  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  o n l y  f o l l o w e d  b y  a  
5  m g L - '  s o l u t i o n  o f  m a g n e s i u m  a n d  c a l c i u m  m i x e d  w i t h  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t .  
I n s e t :  s t r u c t u r e  o f  o - c r e s o l p h t h a l e i n  c o m p l e x o n e .  
I n  o r d e r  t o  d i r e c t l y  c o m p a r e  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  P E D D  
d e t e c t o r  t o  t h e  s t a n d a r d  W a t e r s  U V - v i s  a b s o r b a n c e  d e t e c t o r ,  
f o r  b o t h  p e a k  s h a p e  a n d  s e n s i t i v i t y ,  t h e  s a m e  s t a n d a r d  s o l u t i o n s  
i n j e c t e d  w i t h  t h e  W a t e r s  d e t e c t o r  a b o v e  w e r e  r u n  o n c e  m o r e ,  t h i s  
t i m e  u s i n g  t h e  P E D D  d e v i c e .  I t  w a s  f o u n d  i n i t i a l l y  t h a t  t h e P E D D  
s u f f e r e d  f r o m  e x c e s s i v e  n o i s e  a n d  d r i f t  t o  t h e  e x t e n t  t h a t  p e a k s  
w e r e  b a r e l y  v i s i b l e  a t  t h a t  l e v e l .  I t  w a s  f o u n d  i n  p r e v i o u s  w o r k  
[ 5 - 7 1  t h a t  a p p l i c a t i o n  o f  a n  o p t i m i s e d  r e s i s t a n c e  t o  t h e  e m i t t e r  
L E D  d r a m a t i c a l l y  i m p r o v e d  d e t e c t i o n  l i m i t s  a n d  w a s  s p e c i f i c  t o  
e a c h  P E D D  d e v i c e .  W h e n  a  v a r i a b l e  r e s i s t o r  w a s  c o n f i g u r e d  i n  
s u c h  a  w a y ,  i t  w a s  f o u n d  t h a t  m a x i m u m  s e n s i t i v i t y  w a s  a c h i e v e d  
w i t h  a n  a p p l i e d  r e s i s t a n c e  o f  1 . 6  k S 2 .  M a x i m i s i n g  s e n s i t i v i t y  f o r  
l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  a n a l y t e s  i n  t h i s  w a y  a l s o  c a u s e d  t h e  
u p p e r  s a t u r a t i o n  l i m i t  o f  t h e  d e t e c t o r  t o  d e c r e a s e .  H o w e v e r ,  t h i s  
u p p e r  l i m i t  c o u l d  b e  r a i s e d  b y  a l l o w i n g  s u f f i c i e n t l y  m o r e  t i m e  f o r  
t h e  d e t e c t o r  L E D  t o  d i s c h a r g e  a t  h i g h e r  a n a l y t e  c o n c e n t r a t i o n s  
w i t h i n  t h e  t i m e r  c i r c u i t r y  s e t t i n g s ,  a l b e i t  r e s u l t i n g  i n  a  l o w e r  
s a m p l i n g  f r e q u e n c y .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  b y  i n c r e a s i n g  t h e  r e s i s -  
t a n c e  a p p l i e d  t o  t h e  e m i t t e r  f r o m  0  t o  1 . 6  k S 2 ,  t h a t  a p p r o x i m a t e l y  
a  t h r e e - f o l d  i m p r o v e m e n t  i n  s e n s i t i v i t y  w a s  o b s e r v e d  i n  a l l  c a s e s  
w i t h  l i t t l e  o r  n o  c h a n g e  i n  b a s e l i n e  n o i s e  i n t e n s i t y .  
T h e  d a t a  p o i n t  s a m p l i n g  r a t e  c o n s i s t e d  o f  a n  a v e r a g e  o f  1 6  
d a t a  p o i n t s  e v e r y  0 . 5 3  s  a n d  n o i s e  w a s  o f  c o n s i d e r a b l y  h i g h e r  
f r e q u e n c y  i n  c o m p a r i s o n  t o  a n a l y t e  p e a k  w i d t h s .  H e n c e ,  i n  a n  
a t t e m p t  t o  i m p r o v e  s e n s i t i v i t y  o f  t h e  P E D D  d e v i c e ,  a  m o v i n g  
a v e r a g e  s m o o t h i n g  a l g o r i t h m  w a s  a p p l i e d .  E x a m i n i n g  t h e  e f f e c t  
o f  5 -  1 0 -  1 5  a n d  2 0 - p o i n t  m o v i n g  a v e r a g e  a l g o r i t h m s  h i g h l i g h t e d  
t h a t  s e n s i t i v i t y  w a s  i n  f a c t  r e d u c e d  a t  t h e  h i g h e r  1 5 -  a n d  2 0 -  
p o i n t  a v e r a g i n g  l e v e l s  w i t h  a  l a r g e r  d i s t o r t i o n  i n  p e a k  s h a p e .  A n  
o p t i m i s e d  1 0 - p o i n t  m o v i n g  a v e r a g e  s m o o t h i n g  a l g o r i t h m  w a s  
c h o s e n  a n d  r e s u l t e d  i n  n o  s i g n i f i c a n t  t r u n c a t i o n  t o  p e a k  h e i g h t s  
c o m p a r e d  t o  t h e  u n s m o o t h e d  t r a c e ,  w h i l s t  i m p r o v i n g  s i g n a l  t o  
n o i s e  b y  a f a c t o r  o f  - 2 .  T h e  a p p l i c a t i o n  o f  a  1 0 - p o i n t  s m o o t h i n g  
a l g o r i t h m  i s  r e p r e s e n t e d  i n  F i g .  4 ( b )  ( f o r  t h e  s a m e  s t a n d a r d  s o l u -  
t i o n s  s h o w n  i n  F i g .  4 ( a ) ) ,  t o g e t h e r  w i t h  t h e  u n s m o o t h e d  t r a c e s  
s h o w n  u n d e r l y i n g  i n  g r e y .  D e t e c t i o n  l i m i t s  f o r  t h i s  i n v e s t i g a -  
t i o n  a r e  r e p r e s e n t e d  i n  T a b l e  1  f o r  b o t h  u n s m o o t h e d  U V  a n d  
P E D D  s i g n a l s ,  a s  w e l l  a s  t h e  1 0 - p o i n t  m o v i n g  a v e r a g e  s m o o t h e d  
s i g n a l  f o r  c o m p a r i s o n .  D i r e c t  c o m p a r i s o n  o f  t h e  t w o  d e t e c t o r  
r e s p o n s e s  s h o w s  t h e  s i m p l e  P E D D  d e s i g n  r e d u c e d  e x t r a  c o l u m n  
b a n d  b r o a d e n i n g ,  w i t h  p e a k  e f f i c i e n c i e s  i m p r o v i n g  o n  a v e r a g e  
b y  a  f a c t o r  o f  1 . 4  a n d  r e s o l u t i o n  o f  t h e  f o u r  m e t a l  i o n s  c o n s e -  
q u e n t l y  b e i n g  e n h a n c e d .  
C l e a r l y ,  d e t e c t i o n l i m i t s  f o r  t h e  P E D D  d e v i c e  w e r e  n o t  a s  s e n -  
s i t i v e  a s  t h e  s t a n d a r d  a b s o r b a n c e  i n s t r u m e n t a t i o n  a n d  d i f f e r e d  
i n  s e n s i t i v i t y  b y  a n  o r d e r  o f  m a g n i t u d e .  F u t u r e  w o r k  i s  r e q u i r e d  
t o  i m p r o v e  c i r c u i t r y  a n d  c e l l  d e s i g n  t o  r e d u c e  n o i s e  l e v e l s .  
3 . 3 .  A n a l y t i c a l  p e $ o r r n a n c e  d a t a  
T o  c o m p l e t e  a  f u l l  a n a l y t i c a l  p e r f o r m a n c e  i n v e s t i g a t i o n ,  f u r -  
t h e r  q u a n t i t i e s  o f  l i n e a r i t y ,  r a n g e  a n d  i n t e r - d a y  r e p e a t a b i l i t y  w e r e  
e x a m i n e d .  F o r  l i n e a r i t y ,  a  s e r i e s  o f  s t a n d a r d s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  
1  t o  5 0 m g L - '  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  a n d  1 0 - 1 0 0 m g L - I  
s t r o n t i u m  a n d  b a r i u m  ( n  =  1 5 ,  r e p l i c a t e s  =  3 ) .  I t  w a s  f o u n d  t h a t  
c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  w i t h  r e s p e c t  t o  p e a k  h e i g h t  o f  R' >  0 . 9 9 4  
w e r e  a c h i e v e d  o v e r  a  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  o f  1 - l 0 r n g L - '  
T a b l e  1  
A n a l y t i c a l  p e r f o r m a n c e  d a t a  f o r  l o w  p r e s s u r e  I C  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s  
A n a l y t e  L i n e a r i t y  R a n g e a  P E D D  W a t e r s  4 8 6  N  W a t e r s  R ,  W a t e r s  I n t r a d a y  I n t e r d a y  
( m g  L - I )  L O D ~  L O D  ( p g  L - I )  4 8 6 / P E D D C  4 8 6 / P E D D C  r e t e n t i o n  t i m e  r e t e n t i o n  t i m e  
R ~  S l o p e  I n t e r c e p t  ( m g  L - ' )  ( p l a t e s . m - ' )  r e p e a t a b i l i t y  r e p e a t a b i l i t y  
( k s  L  m g - ' )  ( w )  ( R . S . D .  % ) d  ( R . S . D .  % ) e  
M a g n e s i u m  
0 . 9 9 5 0  1 7 9 5  - 3 9 6  
1 - 1 0  ( n =  1 0 )  0 . 1 6 1 0 . 3 8  
2 4  2 9 , 1 8 0 1 4 5 , 1 9 0  
3 . 0 1 3 . 8  0 . 2  1 . 6  
C a l c i u m  
0 . 9 9 4 0  1 8 1 6  - 3 2 9  1 - 1 5  ( n =  1 0 )  
0 . 2 3 1 0 . 3 9  
1 9  
3 5 , 6 9 5 1 5 2 , 2 3 5  2 . 1 1 2 . 5  0 . 8  0 . 4  
S t r o n t i u m  
0 . 9 8 7 6  2 0 3  1 4 7 1  1 0 - 8 0  ( n  =  8 )  
1 . 3 6 1 2 . 5 0  
2 0 6  
3 0 , 7 2 5 1 4 1 , 8 2 0  3 . 9 1 4 . 6  0 . 7  0 . 5  
B a r i u m  0 . 9 8 8 5  3 3  
2 1 0  
2 0 - 8 0  ( n  = 7 )  1 4 . 1 1 2 3 . 4  
4 6 9  
1 7 , 2 8 5 1 2 3 , 5 2 8  
-  0 . 3  0 . 1  
- -  
a  B a s e d  o n  n =  1 5  s t a n d a r d s  f r o m  1  t o  5 0 1 n ~ L - l  m a g n e s i u m  a n d  c a l c i u m  a n d  1 0 - 1 0 0 m g L - '  s t r o n t i u m  a n d  b a r i u m .  V a l u e s  i n  p a r e n t h e s i s  r e p r e s e n t  t h e  n u m b e r  
o f  s t a n d a r d s  f r o m  n =  1 5  d a t a  p o i n t s  t h a t  c o n t r i b u t e d  t o  b o t h  t h e  r a n g e  a n d  t h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  ( R ' )  q u o t e d .  
L e f t =  1 0 - p o i n t  m o v i n g  a v e r a g e  s m o o t h i n g  a p p l i e d l r i g h t ,  u n s m o o t h e d .  
B a s e d  o n  a  s e p a r a t i o n  o f  3  m g  L - '  o f  M g I C a ;  2 0  m g  L - '  S r  a n d  4 0  m g  L - '  B a ,  w h e r e  N =  5 . 5 4 ( t r / W ) 2  o r  R ,  =  2 ( t f i - t r l ) l ( W I  +  W 2 ) .  
B a s e d  o n  n  = 6  r e p l i c a t e  i n j e c t i o n s  o f  a  s t a n d a r d  o f  1 0 m g L - '  m a g n e s i u m  a n d  c a l c i u m  a n d  5 0 m g L - '  s t r o n t i u m  a n d  b a r i u m .  
C o m p a r e d  t o  a v e r a g e  i n t r a d a y  r e t e n t i o n  t i m e  r e p e a t a b i l i t y  f o r  n  = 2  r e p l i c a t e s  f o r  n  +  1  d a y .  
L .  B a r r o n  e t  a l .  / A n a l y f i c a  C h i m i c a  A c r a  5 7 7  ( 2 0 0 6 )  3 2 - 3 7  
- 2 0 0 0  - 2 0 0 0  - 1  1  
0  1  2  3  0  1  2  3  
R e t e n t i o n  T i m e  ( m i n )  
R e t e n t i o n  T i m e  ( m i n )  
F i g .  6 .  C h r o m a t o g r a m s  f r o m  s t a n d a r d  a d d i t i o n  c a l i b r a t i o n  o f :  ( a )  a  1 / 1 0  d i l u t i o n  o f  a  c o m m e r c i a l  s p r i n g  w a t e r  s a m p l e  s p i k e d  w i t h  4 ,  6 ,  8 ,  1 0  a n d  1 2 m g L - '  
m a g n e s i u m  a n d  ( b )  a  1 1 1 0 0  d i l u t i o n  o f  s a m e  s a m p l e  s p i k e d  w i t h  2 . 4 ,  6 ,  8  a n d  1 0  m g  L - '  c a l c i u m .  C o n c e n t r a t i o n s  =  2 2 3  &  6 . 9  m g L - '  c a l c i u m  a n d  1 4  +  0 . 4  m g  L - I  
m a g n e s i u m .  C h r o m a t o g r a m s  s m o o t h e d  w i t h  a  1 0 - p o i n t  m o v i n g  a v e r a g e  a l g o r i t h m  a n d  o f f s e t  b y  2 0 0 0  p s  f o r  c l a r i t y .  
m a g n e s i u m  ( n =  1 0 )  a n d  1 - 1 5 m g L - '  c a l c i u m  ( n =  1 0 )  a n d  
R 2  >  0 . 9 8 8  f o r  s t r o n t i u m  ( n  =  8 ,  r a n g e  =  1 0 - 8 0  m g  L - ' )  a n d  b a r -  
i u m  ( n  =  7 ,  r a n g e  =  2 0 - 8 0  m g  L - ' )  i n  u l t r a  p u r e  w a t e r .  A b o v e  
t h e  r a n g e s  q u o t e d  f o r  e a c h  a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l ,  t h e  m o l e - m o l e  
r a t i o  o f  t h e  p o s t - c o l u m n  r e a g e n t  w a s  e x c e e d e d  o r  t h e  d e t e c t o r  
r e a c h e d  s a t u r a t i o n  p o i n t .  
T h e  s y s t e m  w a s  t h e n  e x a m i n e d  f o r  i n t e r - d a y  r e t e n t i o n  t i m e  
r e p e a t a b i l i t y .  S i n c e  > 4 0 0  i n j e c t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  o n  t h i s  c o l -  
u m n  o v e r  a  p e r i o d  o f  a p p r o x i m a t e l y  4  w e e k s ,  r e t e n t i o n  t i m e s  
f o r  a l k a l i n e  e a r t h s  d i d  s h o w  s o m e  l o s s  i n  r e t e n t i o n  w h i l e  s t i l l  
r e m a i n i n g  r e s o l v e d .  A  s t a n d a r d  o f  1 0  m g  L - '  c a l c i u m  a n d  m a g -  
n e s i u m  a n d  5 0 m g L - '  s t r o n t i u m  a n d  b a r i u m  w a s  i n j e c t e d  a n d  
r e t e n t i o n  t i m e s  f o r  n  =  6  r e p l i c a t e s  o n  t h e  f i r s t  d a y  v a r i e d  b y  l e s s  
t h a n  0 . 8 % .  D u p l i c a t e  r u n s  o f  t h e  s a m e  s t a n d a r d  o n  t h e  f o l l o w -  
i n g  d a y  s h o w e d  a n  R . S . D .  o f  1 . 6 %  f o r  m a g n e s i u m  ( a n  i n c r e a s e  
i n  r e t e n t i o n  o f  0 . 0 3  m i n ) ,  b u t  a l l  o t h e r  a n a l y t e s  s h o w e d  R . S . D .  
%  <  0 . 6 %  c o m p a r e d  t o  t h e  p r e v i o u s  d a y ' s  m e a n  r e t e n t i o n  t i m e .  
L i n e a r i t y ,  r a n g e ,  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  a n d  r e p e a t a b i l i t y  d a t a  a r e  
s u m r n a r i s e d  i n  T a b l e  1 .  
3 . 4 .  A p p l i c a t i o n  t o  t h e  d e t e r n z i n a t i o n  of a l k a l i n e  e a r t h s  i n  
c o n z m e r c i a l  s p r i n g  w a t e r  
T h e  d e v e l o p e d  l o w  p r e s s u r e  I C  s y s t e m  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  
d e t e r m i n a t i o n  o f  a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s  i n  a  c o m m e r c i a l  r n i n -  
e r a 1  w a t e r  s a m p l e .  T h e  i o n i c  c o m p o s i t i o n  l i s t e d  o n  t h e  s a m p l e  
b o t t l e  h i g h l i g h t e d  t h a t  t h e  s p r i n g  w a t e r  c o n t a i n e d  n o  s t r o n -  
t i u m  o r  b a r i u m  p r e s e n t  a t  m g L - '  l e v e l s  i n  t h e  s a m p l e ,  b u t  
t h a t  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  w e r e  t y p i c a l l y  p r e s e n t  a t  1 2 9  a n d  
1 O m g L - I ,  r e s p e c t i v e l y .  T h e  s a m p l e  w a s  f i l t e r e d  a n d  d i l u t e d  
1 1 1 0  a n d  1 1 1 0 0 .  A l o n g  w i t h  a  f i l t e r e d  d i r e c t  i n j e c t i o n  o f  s a m -  
p l e ,  a  1 0 0  p L  v o l u m e  o f  e a c h  d i l u t i o n  w a s  i n j e c t e d  o n t o  t h e  l o w  
p r e s s u r e  I C  u n d e r  o p t i m i s e d  c o n d i t i o n s .  T h e  d i r e c t  i n j e c t i o n  o f  
s a m p l e  s h o w e d  n o  d e t e c t a b l e  s t r o n t i u m  o r  b a r i u m  a s  d e f i n e d  
b y  t h e  m a n u f a c t u r e r .  C a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  w e r e  p r e s e n t  
i n  q u a n t i f i a b l e  a m o u n t s  a n d  f o l l o w i n g  s t a n d a r d  a d d i t i o n  c a l i -  
b r a t i o n  ( n  =  6 ,  r e p l i c a t e s  =  3 )  i t  w a s  f o u n d  t h a t  2 2 3  &  7  m g  L - l  
s a m p l e .  C o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  t h e  s p i k e d  s t a n d a r d  a d d i -  
t i o n  c u r v e s  w e r e  b o t h  e x c e l l e n t  a t  R 2  = 0 . 9 9 1 2  a n d  R 2  =  0 . 9 9 5 0  
f o r  m a g n e s i u m  a n d  c a l c i u m ,  r e s p e c t i v e l y .  F i g .  6  s h o w s  t h e  c h r o -  
m a t o g r a m s  f o r  d i l u t e d  s p r i n g  w a t e r  s a m p l e s  o v e r l a i d  w i t h  s p i k e d  
s a m p l e s .  
4 .  C o n c l u s i o n s  
A  n e w  l o w  c o s t ,  p o r t a b l e ,  l o w  p r e s s u r e  i o n  c h r o m a t o g r a p h  
h a s  b e e n  s u c c e s s f u l l y  d e v e l o p e d  h e r e  f o r  t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  
a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s  i n  a q u e o u s  m a t r i c e s  u s i n g  p o s t - c o l u m n  
r e a c t i o n  w i t h  o - C P C .  A l t h o u g h  s e n s i t i v i t y  i s  s t i l l  a n  i s s u e ,  f u t u r e  
w o r k  s h o w s  p r o m i s e  w i t h  i m p r o v e d  d e t e c t o r  c i r c u i t r y .  L i n e a r i t y  
f o r  a l l  a n a l y t e s  w a s  o f  R 2  >  0 . 9 8  a n d  r e p e a t a b i l i t y  s t u d i e s  s h o w  
a c c e p t a b l e  s t a b i l i t y  o f  t h e  c o l u m n  c o a t i n g  o v e r  a  2 2  h  c o n t i n u o u s  
r u n n i n g  p e r i o d .  F u r t h e r m o r e  t h e  l o w  p r e s s u r e  I C  w a s  s h o w n  t o  
b e  s u i t e d  f o r  q u a n t i t a t i v e  m e a s u r e m e n t s  o f  a l k a l i n e  e a r t h  m e t a l s  
i n  s p r i n g  w a t e r .  
A c k n o w l e d g e m e n t s  
T h e  a u t h o r s  w i s h  t o  t h a n k  E n t e r p r i s e  I r e l a n d  a n d  S c i e n c e  
F o u n d a t i o n  I r e l a n d  ( S F 1  0 3 N 3 1 1 6 3 1 )  f o r  p r o v i s i o n  o f  t h e  n e c -  
e s s a r y  f u n d i n g  t o  c a r r y  o u t  t h i s  p r o j e c t .  
R e f e r e n c e s  
[ l ]  D .  C o n n o l l y ,  D .  V i c t o r y ,  B .  P a u l l ,  J .  S e p .  S c i .  2 7  ( 2 0 0 4 )  9 1 2 .  
[ 2 ]  D .  V i c t o r y ,  P .  N e s t e r e n k o ,  B .  P a u l l ,  A n a l y s t  1 2 9  ( 2 0 0 4 )  7 0 0 .  
[ 3 ]  C o l m a n  O ' R i o r d a i n ,  P a v e 1  N e s t e r e n k o .  B r e t t  P a u l l .  C h e m .  C o m m u n .  
( 2 0 0 5 )  2 1 5 - 2 1 7 .  
[ 4 ]  S .  P e l l e t i e r ,  C . A .  L u c y ,  J .  C h r o r n a t o g r .  A  1 1 1 8  ( 2 0 0 6 )  1 2 - 1 8 .  
[ 5 ]  K . T .  L a u ,  S .  B a l d w i n ,  R . L .  S h e p h e r d ,  P . H .  D i e t z ,  W . S .  Y e r z u n i s ,  D .  D i a -  
m o n d ,  T a l a n t a  6 3  ( 2 0 0 4 )  1 6 7 .  
[ 6 ]  K . - T .  L a u .  S .  B a l d w i n ,  M .  O ' T o o l e ,  R .  S h e p h e r d ,  W . J .  Y e r a z u n i s ,  S .  I z u o ,  
S .  U e y a r n a ,  D .  D i a m o n d ,  A n a l .  C h i m .  A c t a  5 5 7  ( 2 0 0 6 )  1 1 1 .  
[ 7 ]  M .  0 '  T o o l e ,  K . T .  L a u ,  D .  D i a m o n d ,  T a l a n t a  6 6  ( 2 0 0 5 )  1 3 4 0 .  
[ 8 ]  C .  O ' R i o r d a i n ,  L .  B a r r o n .  E .  N e s t e r e n k o ,  P . N .  N e s t e r e n k o ,  B .  P a u l l .  J .  
C h r o m a t o g r .  A  1 1 0 9  ( 2 0 0 6 )  1 1  1 .  
[ 9 ]  J .  S t e m ,  W . H . P .  L e w i s ,  C l i n .  C h u n .  A c t a  2  ( 1 9 5 7 )  5 7 6 .  
c a l c i u m  a n d  1 4 . 2 +  0 . 4  m g  L - '  m a g n e s i u m  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  
[ l o ]  B .  P a u l l ,  M .  M a c k a ,  P . R .  H a d d a d ,  J .  C h r o m a t o g r .  A  7 8 9  ( 1 9 9 7 )  3 2 9 .  
A v a i l a b l e  o n l i n e  a t  w w w . s c i e n c e d i r e c t . c o m  
-  - - # #  
A n a l y t i c a  C h i m i c a  A c t a  5 9 7  ( 2 0 0 7 )  2 9 0 - 2 9 4  
A N A L Y T I C A  
C H I M I C A  
A U A  
w w w . e l s e v i e r . c o m / l o c a t e / a c a  
D e t e r m i n a t i o n  o f  p h o s p h a t e  u s i n g  a  h i g h l y  s e n s i t i v e  p a i r e d  
e m i t t e r - d e t e c t o r  d i o d e  p h o t o m e t r i c  f l o w  d e t e c t o r  
M a r t i n a  O ' T o o l e ,  K i n g  T o n g  L a u ,  R o d e r i c k  S h e p h e r d ,  C o n o r  S l a t e r ,  D e r m o t  D i a m o n d  *  
A d a p t i v e  S e n s o r s  G r o u p ,  N a t i o n a l  C e n t r e  f o r  S e n s o r  R e s e a r c h ,  S c h o o l  o f  C h e m i c a l  S c i e n c e s ,  D u b l i n  C i t y  U ~ i i v o . s i l y ,  D u b l i n  9 ,  I r e l a n d  
R e c e i v e d  2 8  M a y  2 0 0 7 ;  r e c e i v e d  i n  r e v i s e d  f o r m  2 0  J u n e  2 0 0 7 ;  a c c e p t e d  2 2  J u n e  2 0 0 7  
A v a i l a b l e  o n l i n e  2 7  J u n e  2 0 0 7  
A b s t r a c t  
T h e  u s e  o f  a  n o v e l  i n e x p e n s i v e  p h o t o m e t r i c  d e v i c e ,  a  p a i r e d  e m i t t e r d e t e c t o r  d i o d e  ( P E D D )  h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  c o l o r i m e t r i c  d e t e r m i n a t i o n  
o f  p h o s p h a t e  u s i n g  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e t h o d .  T h e  n o v e l  m i n i a t u r i z e d  f l o w  d e t e c t o r  a p p l i e d  w i t h i n  t h i s  m a n i f o l d  i s  a  h i g h l y  
s e n s i t i v e ,  l o w  c o s t ,  m i n i a t u r i z e d  l i g h t  e m i t t i n g  d i o d e  ( L E D )  b a s e d  d e t e c t o r .  T h e  o p t i c a l  f l o w  c e l l  w a s  c o n s t r u c t e d  f r o m  t w o  L E D s ,  w h e r e b y  o n e  
i s  t h e  l i g h t  s o u r c e  a n d  t h e  s e c o n d  i s  t h e  l i g h t  d e t e c t o r ,  w i t h  t h e  L E D  l i g h t  s o u r c e  f o r w a r d  b i a s e d  a n d  t h e  L E D  d e t e c t o r  r e v e r s e d  b i a s e d .  T h e  
p h o t o c u r r e n t  g e n e r a t e d  b y  t h e  L E D  l i g h t  s o u r c e  d i s c h a r g e s  t h e  j u n c t i o n  c a p a c i t a n c e  o f  t h e  d e t e c t o r  d i o d e  f r o m  5  V  ( l o g i c  1 )  t o  1 . 7  V  ( l o g i c  0 )  a n d  
t h e  t i m e  t a k e n  f o r  t h i s  p r o c e s s  t o  o c c u r  i s  m e a s u r e d  u s i n g  a  s i m p l e  t i m e r  c i r c u i t .  
T h e  m a l a c h i t e  g r e e n  ( M G )  m e t h o d  e m p l o y e d  f o r  p h o s p h a t e  d e t e r m i n a t i o n  i s  b a s e d  o n  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  g r e e n  m o l y b d o p h o s p h o r i c  a c i d  c o m p l e x ,  
t h e  i n t e n s i t y  o f  w h i c h  i s  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  p h o s p h a t e  c o n c e n t r a t i o n .  O p t i m u m  a n a l y t i c a l  p a r a m e t e r s  s u c h  a s  r e a c t i o n  k i n e t i c s ,  r e a g e n t  t o  s a m p l e  
c o n c e n t r a t i o n  r a t i o  a n d  e m i t t e r  w a v e l e n g t h  i n t e n s i t y  w e r e  i n v e s t i g a t e d  f o r  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  m e t h o d .  L i n e a r  c a l i b r a t i o n  p l o t s  t h a t  o b e y e d  t h e  
B e e r - L a m b e r t  l a w  w e r e  o b t a i n e d  f o r  p h o s p h a t e  i n  t h e  r a n g e  o f  0 . 0 2 - 2  p M .  T h e  d y n a m i c  r a n g e ,  s e n s i t i v i t y  a n d  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  a r e  r e p o r t e d .  
0  2 0 0 7  E l s e v i e r  B . V .  A l l  r i g h t s  r e s e r v e d .  
K e y w o r d s :  L i g h t  e m i t t i n g  d i o d e  d e t e c t o r ;  M a l a c h i t e  g r e e n ;  P h o s p h a t e ;  C o l o r i m e t r i c  f l o w  a n a l y s i s  
1 .  I n t r o d u c t i o n  
P h o s p h o r u s ,  s p e c i f i c a l l y  o r t h o p h o s p h a t e ,  i s  a n  e s s e n t i a l  
n u t r i e n t  u s e d  b y  p l a n t s  a n d  a n i m a l s  f o r  g r o w t h  a n d  e n e r g y  t r a n s -  
p o r t  [ I ] .  H o w e v e r  e l e v a t e d  c o n c e n t r a t i o n s  i n  a q u a t i c  e c o s y s t e m s  
c a u s e  t h e  p h e n o m e n o n  o f  e u t r o p h i c a t i o n ,  w h i c h  c a n  r e s u l t  i n  
a l g a l  b l o o m  f o r m a t i o n  [ 2 ] .  T h e  r a p i d  g r o w t h  o f  a q u a t i c  v e g e t a -  
t i o n  i n  t u r n  c a u s e s  t h e  d e a t h  a n d  d e c a y  o f  v e g e t a t i o n  a n d  a q u a t i c  
l i f e  d u e  t o  t h e  d e c r e a s e  i n  d i s s o l v e d  o x y g e n  l e v e l s .  T h e  r e s u l t i n g  
e u t r o p h i c a t i o n  o f  n a t u r a l  w a t e r s  i s  a  s u b j e c t  o f  u t m o s t  c o n c e r n ,  
a n d  h a s  b e e n  r e c o g n i z e d  b y  t h e  E u r o p e a n  U n i o n  t h r o u g h  l e g -  
i s l a t i o n  t h a t  s t i p u l a t e s  0 . 1  m g ~ - '  P O 4  a s  a n  i n d i c a t o r  l e v e l  f o r  
p o s s i b l e  p r o b l e m a t i c  a l g a l  g r o w t h  i n  r i v e r s  [ 3 ] .  
S p e c t r o p h o t o m e t r i c  p r o c e d u r e s  f o r  m o n i t o r i n g  o r t h o p h o s -  
p h a t e  i n c l u d e  t h e  m o l y b d e n u m  b l u e  m e t h o d  [ 1 , 3 - 7 1 ,  t h e  y e l l o w  
v a n a d o i n o l y b d a t e  c o m p l e x  m e t h o d  [ 8 - 1 1 1  a n d  t h e  m a l a c h i t e  
g r e e n  m e t h o d  [ 1 2 - 1 7 1 .  T h e  m a l a c h i t e  g r e e n  m e t h o d  h a s  b e e n  
s h o w n  t o  e n h a n c e  s e n s i t i v i t y  b y  a p p r o x i m a t e l y  f o u r  t i m e s  w h e n  
c o m p a r e d  t o  t h e  a f o r e m e n t i o n e d  m e t h o d s  [ 1 2 , 1 8 ] .  A  s i g n i f i c a n t  
a d v a n t a g e  o f  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n  m e t h o d  i s  i t s  l a c k  o f  s e n s i t i v -  
i t y  t o  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  c h a n g e s  i n  t e m p e r a t u r e  
r e a g e n t  a d d i t i o n  s e q u e n c e  o r  r e a c t i o n  t i m e  [ 1 2 , 1 9 ] .  A d d i t i o n a l  
a d v a n t a g e s  i n c l u d e  h i g h e r  s e n s i t i v i t y  c o m p a r e d  t o  t h e  m o l y b d e -  
n u m  b l u e  m e t h o d  a n d  t h e  l o n g e r  o p t i m u m  d e t e c t i o n  w a v e l e n g t h  
t h a n  t h e  y e l l o w  m e t h o d  [ 2 0 ] .  T h e  m a l a c h i t e  g r e e n  m e t h o d  i s  
b a s e d  o n  t h e  r e a c t i o n  a t  l o w  p H  b e t w e e n  a m m o n i u m  m o l y b -  
d a t e ,  p o l y v i n y l  a l c o h o l  ( P V A )  a n d  m a l a c h i t e  g r e e n  ( M G )  a s  i n  
t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n s  [ 2 0 ] :  
H 3 P M ~ 1 2 0 4 0  +  H M G ~ '  
( y e l l o w )  ( y e l l o w , A m a x  4 4 6  n n i )  
+  ( M G + ) ( H ~ P M o ~ ~ o & )  + 2 H S  
( g r e e n .  A m a x  6 4 0  n m )  
( M G + ) ~ ( H P M O ~ ~ O ~ ~ - )  +  H M G ~ +  
*  C o r r e s p o n d i n g  a u t h o r .  T e l . :  + 3 5 3  1  7 0 0 5 4 0 4 ;  f a x :  + 3 5 3  1  7 0 0 8 0 0 2 .  
E - m a i l  a d d r e s s :  d e r m o t . d i a m o n d @ d c u . i e  ( D .  D i a m o n d ) .  
+  ( M G + ) ~ ( P M O ~ ~ O ~ ~ ~ - )  f  2 ~ +  
0 0 0 3 - 2 6 7 0 / $  -  s e e  f r o n t  m a t t e r  0  2 0 0 7  E l s e v i e r  B . V .  A l l  r i g h t s  r e s e r v e d  
d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . a c a . 2 0 0 7 . 0 6 6 0 4 8  
M .  O ' T o o l e  e t  a l .  / A n a l y t i c a  (  
7 h i m i c a  A c t a  5 9 7  ( 2 0 0 7 )  2 9 0 - 2 9 4  
2 9 1  
I n  t h e  p r e s e n c e  o f  l a r g e  e x c e s s  o f  M G ,  t h e  r e a c t i o n s  ( 1 - 3 )  
c a n  o c c u r ,  a n d  t h e  3 :  1  i o n  a s s o c i a t e  f o r m e d  i n  E q .  ( 3 )  c a n  e a s i l y  
p r e c i p i t a t e  i n  t h e  a c i d i c  a q u e o u s  s o l u t i o n .  T o  p r e v e n t  t h e  f o r m a -  
t i o n  o f  t h e  i o n  a s s o c i a t i o n  r e a c t i o n s  s h o w n  i n  E q s .  ( 2 )  a n d  ( 3 ) ,  
a n d  t o  s t a b i l i z e  t h e  i o n  a s s o c i a t e  i n  t h e  a q u e o u s  s o l u t i o n  P V A  i s  
a d d e d  t o  t h e  s o l u t i o n  [ 1 4 , 2 0 ] .  
T h e  o p t i c a l  d e t e c t i o n  e m p l o y e d  i n  t h i s  r e s e a r c h  t o  d e t e r m i n e  
p h o s p h a t e s  v i a  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n  m e t h o d  i s  a  n o v e l ,  h i g h l y  
s e n s i t i v e ,  l o w  c o s t  p a i r e d  e m i t t e r - d e t e c t o r  d i o d e  ( P E D D )  p h o -  
t o m e t r i c  d e t e c t o r .  T h e  P E D D  f l o w  c e l l  c o n s i s t s  o f  t w o  L E D s ,  
w h e r e b y  o n e  i s  t h e  l i g h t  s o u r c e  a n d  t h e  s e c o n d  i s  t h e  l i g h t  d e t e c -  
t o r .  T h e  L E D  l i g h t  s o u r c e  i s  f o r w a r d  b i a s e d  w h i l e  t h e  L E D  
d e t e c t o r  i s  r e v e r s e d  b i a s e d .  T h e  p h o t o n  f l u x  f r o m  t h e  e m i t t e r  
L E D  s t r i k e s  t h e  d e t e c t o r  L E D ,  g e n e r a t i n g  a  s m a l l  p h o t o c u r -  
r e n t  ( o f  t h e  o r d e r  o f  n a n o a m p e r e )  t h a t  d i s c h a r g e s  t h e  c a p a c i t o r  
v o l t a g e  o v e r  t i m e .  T h e  p h o t o c u r r e n t  p r o d u c e d  i s  n o t  m e a s u r e d  
d i r e c t l y  a s  t h i s  w o u l d  r e q u i r e  a n  e x p e n s i v e  n a n o a m p e r o m e t e r .  
I n s t e a d ,  t h e  p a r a m e t e r  m o n i t o r e d  i s  t h e  d e c a y  t i m e  ( p s )  t a k e n  
f o r  t h e  d i s c h a r g e  p r o c e s s  t o  g o  f r o m  a n  i n i t i a l  v a l u e  o f  5  V  ( l o g i c  
1 )  t o  a  p r e s e t  v a l u e  o f  1 . 7  V  ( l o g i c  0 )  u s i n g  a  s i m p l e  t i m e r  c i r -  
c u i t ,  a n d  a  c o m p a r a t o r  w h i c h  d e t e r m i n e s  w h e t h e r  t h e  r e m a i n i n g  
c h a r g e  i s  a b o v e  o r  b e l o w  t h e  s e t  p o i n t  ( + 1 . 7  V ) .  T h e  u s e  o f  L E D s  
o f f e r  a d v a n t a g e s  s u c h  a s  l o w  c o s t ,  c o m p a c t  f o r m ,  a v a i l a b i l i t y  
a c r o s s  a  b r o a d  s p e c t r a l  r a n g e  f r o m  U V  t o  n e a r - I R ,  r o b u s t  a n d  
l o n g  l i f e t i m e s  [ 2  1 - 2 3 ] .  I n  m o s t  m i c r o a n a l y t i c a l  s y s t e m s  t h e  l i g h t  
s o u r c e  a n d  t h e  p h o t o d e t e c t o r  a r e  n o r m a l l y  s e p a r a t e  u n i t s  i n t e -  
g r a t e d  w i t h  t h e  m i c r o f l u i d i c  m a n i f o l d  [ 2 4 ] ,  h o w e v e r  i n  t h i s  c a s e  
t h e  P E D D  i s  a  s i n g l e  u n i t  c o n t a i n i n g  l i g h t  s o u r c e ,  f l u i d  c h a n n e l  
a n d  d e t e c t o r  f o r  f l o w  a n a l y s i s  [ 2 5 - 2 7 1 .  
I n  t h i s  p a p e r  w e  p r e s e n t  t h e  d e t e c t i o n  o f  p h o s p h a t e s  u s i n g  
t h i s  n o v e l  d e t e c t o r  a n d  a  c o m p a r a t i v e  s t u d y  c a r r i e d  o u t  u s i n g  
b o t h  a  p h o t o d e t e c t o r  c o m p r i s i n g  o f  a n  L E D  a s  a  l i g h t  s o u r c e  
a n d  a  p h o t o d i o d e  a s  t h e  d e t e c t o r  a n d  a  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  
p l a t e w e l l  r e a d e r .  O p t i m u m  c o n d i t i o n s  s u c h  a s  t i m e  a l l o w e d  f o r  
c o l o u r  f o r m a t i o n ,  r e a g e n t  t o  s a m p l e  r a t i o  a n d  e m i t t e r  w a v e -  
l e n g t h  a n d  i n t e n s i t y  w e r e  i n v e s t i g a t e d  f o r  t h e  s p e c t r o p h o t o m e t r i c  
m e t h o d .  T h e  d y n a m i c  r a n g e ,  s e n s i t i v i t y ,  l i m i t s  o f  d e t e c t i o n  a n d  
l i n e a r  r a n g e  w e r e  d e t e r m i n e d .  U n d e r  o p t i m i s e d  c o n d i t i o n s  t h e  
l o w  c o s t  P E D D  d e t e c t o r  ( - $ I )  d i s p l a y e d  h i g h e r  s e n s i t i v i t y  a n d  
i m p r o v e d  p r e c i s i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  c o m m o n l y  e m p l o y e d  L E D -  
p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  a n d  a  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  p l a t e w e l l  
r e a d e r .  A s  s u c h  i t  c o u l d  p r o v i d e  a  r o u t e  t o  a u t o n o m o u s ,  v e r y  
l o w  c o s t ,  l o w  p o w e r  c o n s u m i n g ,  h i g h l y  s e n s i t i v e ,  f i e l d  d e p l o y -  
a b l e  a n a l y t i c a l  m e a s u r e m e n t s ,  w h i c h  w o u l d  f o r m  t h e  b a s i s  o f  
w i d e l y  d e p l o y e d  c h e m o s e n s o r  n e t w o r k s  [ 2 8 ] .  
2 .  E x p e r i m e n t a l  
2 . 1 .  C h e m i c a l s  a n d  r e a g e n t s  
A l l  s o l u t i o n s  w e r e  p r e p a r e d  f r o m  a n a l y t i c a l  g r a d e  c h e m i -  
c a l s .  D e i o n i s e d  w a t e r  o b t a i n e d  f r o m  a  M i l l i p o r e  M i l l i - Q  w a t e r  
p u r i f i c a t i o n  s y s t e m  w a s  u s e d  f o r  a l l  a n a l y s i s .  A  s t o c k  m a l a -  
c h i t e  g r e e n  r e a g e n t  w a s  p r e p a r e d  b y  s l o w l y  a d d i n g  l O O m L  
c o n c e n t r a t e d  s u l p h u r i c  a c i d  ( H 2 S 0 4 ,  9 8 % ,  F i s h e r  S c i e n t i f i c  U K  
L t d . )  t o  a p p r o x i m a t e l y  4 0 0 r n L  o f  d e i o n i s e d  w a t e r .  T h e  s o l u -  
t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  c o o l  t o  r o o m  t e m p e r a t u r e  b e f o r e  a d d i n g  
2 7  g  o f  a m m o n i u m  m o l y b d a t e  ( ( N H 4 ) 6 M 0 7 0 2 4 . 7 H 2 0 ,  F l u k a ,  
D u b l i n ,  I r e l a n d ) .  M a l a c h i t e  g r e e n  o x a l a t e  ( C 2 5 H 2 2 N 2 0 4 )  ( B a l t i -  
m o r e B i o l o g i c a l L a b o r a t o r y ,  B a l t i m o r e ,  M D . )  ( 0 . 1 3 5  g )  w a s  t h e n  
a d d e d  t o  t h e  s o l u t i o n  a n d  s t i r r e d  u n t i l  d i s s o l v e d .  T h e  s o l u t i o n  w a s  
t h e n  m a d e  u p  t o  1  L ,  v a c u u m  f i l t e r e d  ( 0 . 4 5  p m  ~ ~ l a f l o @ ,  V W R  
I n t e r n a t i o n a l ,  M e a t h ,  I r e l a n d )  a n d  s t o r e d  a t  4  OC. A  s t o c k  s o l u -  
t i o n  o f  0 . 1 %  ( w / v )  p o l y v i n y l  a l c o h o l  ( P V A )  ( S i g m a - A l d r i c h ,  
D u b l i n ,  I r e l a n d )  w a s  p r e p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  5  g  i n  5 0 0  m L .  T o  
a s s i s t  t h e  d i s s o l u t i o n  p r o c e s s ,  t h e  s o l u t i o n  w a s  h e a t e d  t o  n e a r  
b o i l i n g  p o i n t  w h i l e  b e i n g  s t i r r e d  c o n t i n u o u s l y .  B o t h  s t o c k  s o l u -  
t i o n s  w e r e  s t o r e d  i n  t h e  d a r k  a t  4  O C .  T h e  c o l o u r  r e a g e n t  w a s  
p r e p a r e d  d a i l y  b y  m i x i n g  e q u a l  a m o u n t s  o f  e a c h  s t o c k  r e a g e n t .  
S t a n d a r d  s o l u t i o n s  o f  p h o s p h o r u s  ( P )  w e r e  p r e p a r e d  d a i l y  f r o m  a  
s t o c k  s o l u t i o n  o f  1  m M  p o t a s s i u m  p h o s p h a t e  d i b a s i c  ( K 2 H P 0 4 ,  
S i g m a - A l d r i c h ,  D u b l i n ,  I r e l a n d ) .  T h e  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  p r e -  
p a r e d  b y  d i s s o l v i n g  0 . 0 1 7 5 g  K 2 H P 0 4  i n  l O O m L  d e i o n i s e d  
w a t e r .  A  n e w  s t o c k  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  w e e k l y .  
2 . 2 .  M e a s u r e m e n t  p r o c e d u r e  
T h e  c o l o r i m e t r i c  r e a g e n t  ( 1  m L )  w a s  a d d e d  t o  t h e  s a m p l e s  
( 6  m L )  a n d  t h e  s o l u t i o n  w a s  l e f t  t o  s t a n d  f o r  3 0  m i n  f o r  c o l o r i m e t -  
r i c  d e v e l o p m e n t .  T h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s o l u t i o n  w a s  m e a s u r e d  
c o m p a r a t i v e l y  u s i n g  t h e  p , Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  ( B i o - T e k  
I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A ) ,  t h e  L E D - p h o t o d i o d e  (A, 6 3 6  n m )  
p h o t o d e t e c t o r  a n d  t h e  P E D D  f l o w  c e l l  (A, 6 3 6  n m ) .  T h e  c o l -  
o r i m e t r i c  r e a g e n t  w a s  p r e p a r e d  d a i l y  b y  m i x i n g  e q u a l  a m o u n t s  
o f  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n  a n d  P V A  r e a g e n t s .  
2 . 3 .  F a b r i c a t i o n  o f  P E D D  o p t i c a l $ o w  c e l l  a n d  t h e  
L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  
T h e  i n t e g r a t e d  P E D D  c e l l  w a s  f a b r i c a t e d  a s  p r e v i o u s l y  
d e s c r i b e d  [ 2 5 ]  u s i n g  t w o  5  m m  L E D s  ( K i n g b r i g h t ,  I r e l a n d )  a s  
s h o w n  i n  F i g .  1 .  
T h e  d e t e c t o r  u s e d  w a s  a  r e d  L E D  (A, a t  6 6 0 n m )  w h i c h  
c a n  d e t e c t  a n y  w a v e l e n g t h  b e l o w  t h i s  p o i n t .  A  r e d  L E D  (A, , a t  
6 3 6  n m )  w a s  u s e d  a s  t h e  e m i t t e r  L E D .  
T h e L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  w a s  f a b r i c a t e d  s i m i l a r l y  t o  t h a t  
o f  t h e  P E D D  i l l u s t r a t e d  i n  F i g .  1 .  A  r e d  L E D  (A, a t  6 3 6 n m )  
w a s  u s e d  a s  t h e  e m i t t e r  L E D  w i t h  a  p a t h  l e n g t h  o f  1 . 3  m m .  T h e  
F i g .  1 .  A  s c h e m a t i c  o f  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e  u s e d  f o r  
c o l o r i m e t r i c  d e t e c t i o n .  
2 9 2  
M .  O ' T o o l e  e t  a l .  / A n a l y t i c a  C h i m i c a  A c t a  5 9 7  ( 2 0 0 7 )  2 9 0 - 2 9 4  
L E D  d e t e c t o r  w a s  r e p l a c e d  w i t h  a  S i  p h o t o d i o d e ,  I P L 1 0 0 2 0 B W  
( T h a l e s  O p t r o n i c s ,  U K )  d e t e c t o r  a n d  b o n d e d  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  
t h e  P E D D .  
2 . 4 .  L i g h t  m e a s u r e m e n t  
A  9 V  b a t t e r y  w a s  u s e d  a s  t h e  p o w e r  s o u r c e  a n d  t h i s  w a s  
r e g u l a t e d  t o  a  s t a b l e  5  V  u s i n g  a  v o l t a g e  r e g u l a t o r .  T h e  c o n t r o l  
c i r c u i t r y  u s e d  t o  d r i v e  a n d  m o n i t o r  t h e  P E D D  f l o w  d e t e c t o r  w a s  
o p e r a t e d  f r o m  t h e  r e g u l a t e d  5  V  s u p p l y .  T h e  l i g h t  d e t e c t o r  L E D  
i n  o u t p u t  m o d e  w a s  r e v e r s e  b i a s e d  a t  5 V  f o r  1 0 0  p s  a n d  t h e n  
s w i t c h e d  t o  i n p u t  m o d e .  P h o t o n s  e m i t t e d  f r o m  t h e  r e d  e m i t t e r  
L E D  s t r i k e  t h e  r e d  d e t e c t o r  L E D  t o  g e n e r a t e  a  s m a l l  p h o t o c u r -  
r e n t ,  w h i c h  i n  t u r n  d i s c h a r g e s  t h e  d e t e c t o r  L E D .  T h e  t i m e  t a k e n  
f o r  t h e  d i s c h a r g e  p r o c e s s  t o  g o  f r o m  a n  i n i t i a l  v a l u e  o f  5  V  ( l o g i c  
1 )  t o  a p r e s e t  v a l u e  o f  1 . 7  V  ( l o g i c  0 )  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a  s i m p l e  
t i m e r  c i r c u i t .  
T h e  c i r c u i t r y  u s e d  t o  d r i v e  t h e  L E D  p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  i s  
o u t l i n e d  i n  F i g .  S  1 .  
F i g .  S 1  s h o w s  a  l i g h t  e m i t t i n g  d i o d e  ( D l )  i l l u m i n a t i n g  a  p h o -  
t o d i o d e  ( D 2 )  c o n n e c t e d  t o  a  c u r r e n t  t o  v o l t a g e  c o n v e r t e r .  T h e  
v o l t a g e  b e t w e e n  V o u l  a n d  G N D  i s  t h e n m e a s u r e d  b y  a n  a n a l o g u e  
d i g i t a l  c o n v e r t e r  o n  a  m i c r o c o n t r o l l e r .  T h e  c u r r e n t  t h r o u g h  t h e  
L E D  i s  a d j u s t e d  b y  a  p o t e n t i o m e t e r  ( R l )  t h u s  c o n t r o l l i n g  t h e  
i l l u m i n a t i o n .  T h e  o u t p u t  c u r r e n t  o f  a  p h o t o d i o d e  i n  r e v e r s e  b i a s  
i s  l i n e a r l y  p r o p o r t i o n a l  t o  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y .  T o  c o n d i t i o n  t h e  
s i g n a l  f o r  t h e  1 0  b i t  A D C  o n  a  P I C 1 6 F 8 7 6  m i c r o c o n t r o l l e r  a  
c u r r e n t  t o  v o l t a g e  c o n v e r t e r  i s  e m p l o y e d .  A  c i r c u i t  c o n s i s t i n g  o f  
a  F E T  i n p u t  o p e r a t i o n a l  a m p l i f i e r  ( I C I )  a n d  a  r e s i s t o r  ( R 2 )  i n  
f e e d  b a c k  w a s  c o n s t r u c t e d .  
I n  t h e  c i r c u i t  t h e  o u t p u t  v o l t a g e  i s  d e t e r m i n e d  b y  E q .  ( 4 ) :  
w h e r e  o u t p u t  v o l t a g e  i s  V o U l ,  I p  i s  t h e  c u r r e n t  t h r o u g h  t h e  p h o -  
t o d i o d e  a n d  R 2  i s  a  4 0 M Q  r e s i s t o r .  A  c a p a c i t o r  ( C l )  i s  n o t  a  
r e q u i r e m e n t  b u t  w a s  a d d e d  t o  r e d u c e  n o i s e .  A l t h o u g h  a  c i r c u i t  
w i t h  e n h a n c e d  p e r f o r m a n c e  c a n  b e  c o n s t r u c t e d ,  t h e  c o s t  i n c u r r e d  
f o r  s l i g h t  i n c r e a s e s  i n  s e n s i t i v i t y  b y  u s i n g  m o r e  p r e c i s e  c o m p o -  
n e n t s  a n d l o r  h i g h e r  r e s o l u t i o n  A D C s  w o u l d  n o t  b e  j u s t i f i e d  o n  a  
l o w  c o s t  s e n s o r .  T h e  r e p o r t e d  a b s o r b a n c e  ( A )  m e a s u r e m e n t  w a s  
c a l c u l a t e d  a c c o r d i n g  t o  E q .  ( 5 ) :  
S a m p l e  i n t e n s i t y  
A  =  - l o g  
B l a n k  i n t e n s i t y  
w h e r e  s a m p l e  i n t e n s i t y  i s  t h e  i n t e n s i t y  o f  t h e  l i g h t  p a s s i n g  
t h r o u g h  t h e  c e l l  w i t h  s a m p l e  s o l u t i o n  a n d  b l a n k  i n t e n s i t y  i s  t h e  
i n t e n s i t y  o f  t h e  l i g h t  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  c e l l  w i t h  r e f e r e n c e  
s o l u t i o n .  
3 .  R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
3 . 1 .  A b s o r p t i o n  s p e c t r u m  
T h e  m e a s u r e m e n t  i s  b a s e d  o n  t h e  f o l l o w i n g  t h e o r e t i c a l  m o d e l  
( E q .  ( 6 ) ) ,  w h i c h  h a s  b e e n  d e r i v e d  b y  L a u  e t  a l .  [ 2 9 ] .  
L o g  ( t )  =  & C l  +  l o g  ( t o )  
( 6 )  
w h e r e  1  i s  t h e  o p t i c a l  p a t h  l e n g t h  t h r o u g h  t h e  s o l u t i o n  ( c m ) ,  E  t h e  
m o l a r  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t ,  C  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  a b s o r b -  
i n g  s p e c i e s  ( m o l ~ ~ ' ) ,  t o  a  c o n s t a n t  t h a t  r e p r e s e n t s  d i s c h a r g e  
t i m e  i n  t h e  a b s e n c e  o f  t h e  c o l o u r e d  s p e c i e s  i n  s o l u t i o n  ( p s )  a n d  
t  i s  t h e  d i s c h a r g e  t i m e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  c o l o u r e d  s p e c i e s  i n  
s o l u t i o n  ( p s ) .  
T h e  o p t i m u m  w a v e l e n g t h  t o  m o n i t o r  t h e  m a l a c h i t e  
g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  h a s  b e e n  v a r i o u s l y  r e p o r t e d  
i n  t h e  l i t e r a t u r e ,  t y p i c a l l y  c i t i n g  t h e  A m a x  i n  t h e  r a n g e  c a .  
6 0 0 - 6 5 0  n m  [ 1 2 , 1 3 , 3 0 ] .  W e  t h e r e f o r e  d e t e r m i n e d  t h e  A m a x  u n d e r  
o u r  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  b y  o b t a i n i n g  t h e  a b s o r b a n c e  s p e c -  
t r u m  o f  0 . 9  p M  P o 4  u s i n g  t h e  p , ~ u a n t ~ ~  p l a t e w e l l  r e a d e r  
( B i o - T e k  I n s t r u m e n t s ,  I n c . ,  U S A ) .  T h e  A m a x  o f  t h e  s a m p l e  w a s  
f o u n d  t o  b e  6 4 0  n m .  W e  t h e r e f o r e  s e l e c t e d  a n  e m i t t e r  L E D  w i t h  a  
A, o f  6 3 6  n m .  T h e  l i g h t  i n t e n s i t y  t r a n s m i t t e d  f r o m  t h e  e m i t t e r  
L E D  (A, 6 3 6  n m )  w a s  m e a s u r e d  w i t h  a  d e t e c t o r  L E D  t h a t  h a d  
a  s l i g h t l y  s m a l l e r  b a n d g a p  (A, , 6 6 0  n m ) .  T h e  a b s o r b a n c e  o f  
t h e  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  s p e c i e s  (A, 6 4 0  n m )  a s  
s h o w n  i n  F i g .  2  e f f i c i e n t l y  o v e r l a p s  w i t h  t h e  e m i s s i o n  s p e c t r u m  
o f  t h e  e m i t t e r  r e d  L E D  a n d  w i l l  t h e r e f o r e  a l l o w  h i g h  s e n s i t i v -  
i t y .  T h e  e m i s s i o n  s p e c t r u m  o f  t h e  e m i t t e r  L E D  w a s  o b t a i n e d  
b y  u s i n g  O c e a n  O p t i c s  s p e c t r o m e t e r  ( 0 0 1 B a s e  3 2 T M ,  O c e a n  
O p t i c s ,  I n c . ,  D u n e d i n ,  U S A ) .  
3 . 2 .  O p t i m i s a t i o n  of s t a n d a r d  p r o c e d u r e  
T h e  o p t i m u m  r e a g e n t  t o  s a m p l e  r a t i o  w a s  d e t e r m i n e d  b y  
p r e p a r i n g  a  r a n g e  o f  s a m p l e s  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2  I J , M  P O 4  
w i t h  v a r y i n g  v o l u m e s  o f  r e a g e n t  ( 0 . 1 - 2  m L )  a d d e d .  T h e  n o r -  
m a l i z e d  m a x i m u m  a b s o r b a n c e  ( R I R , , , )  o f  e a c h  s a m p l e  w a s  
r e c o r d e d  a f t e r  4 0  m i n  a n d  p l o t t e d  a g a i n s t  t h e  v o l u m e  o f  r e a g e n t  
a d d e d  t o  6  m L  o f  s a m p l e ,  s e e  F i g .  S 2 .  
A s  s h o w n  i n  F i g .  S 2  t h e  r e a g e n t  v o l u m e  t h a t  p r o v i d e s  t h e  
h i g h e s t  RIR,, i . e .  t h e m o s t  i n t e n s e  c o l o u r  w a s  t h e  6 :  1  ( v l v )  s a m -  
p l e  t o  r e a g e n t  r a t i o  ( i . e .  6 m L  o f  s a m p l e  t o  1  m L  r e a g e n t ) .  T h i s  
w a s  t h e  s a m p l e  t o  r e a g e n t  r a t i o  a d o p t e d  t h r o u g h o u t  a l l  r e m a i n i n g  
e x p e r i m e n t s .  
P r e v i o u s  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  t h e  n e e d  t o  o p t i m i s e  t h e  e m i t -  
t e r  L E D  l i g h t  i n t e n s i t y  [ 2 5 , 2 6 ] ,  a s  t h e  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  
W a v e l e n g t h  ( n m )  
F i g .  2 .  E m i s s i o n  s p e c t r u m  (A,,, 6 3 6  n m )  o f  t h e  e m i t t e r  L E D  ( d a s h e d  l i n e )  u s e d  
i n  t h e  i n t e g r a t e d  P E D D  f l o w  a n a l y s i s  d e v i c e ,  t h e  a b s o r p t i o n  s p e c t r u m  (A,., 
6 4 0  n m )  o f  0 . 9  p M  P O 4  a n d  M G  r e a g e n t  ( s o l i d  l i n e )  a n d  ( A , , ,  4 5 0  n m )  M G  
r e a g e n t  ( b o l d  d a s h e d  l i n e ) .  
M .  O ' T o o l e  e t  a l .  / A n a l y t i c a  (  
T i m e  ( m i n )  
F i g .  3 .  K i n e t i c  s t u d y  o f  t h e  c o l o u r  f o r m a t i o n  b e t w e e n  0 . 5  p M  P O 4  a n d  M G  
r e a g e n t  ( n  =  3 ) .  
t i m e  ( i . e .  t h e  r e s o l u t i o n )  c a n  b e  i m p r o v e d  b y  u p  t o  a  f a c t o r  
o f  8 .  A s  L E D s  v a r y  w i t h  r e g a r d  t o  t h e i r  l i g h t  i n t e n s i t y  i t  w a s  
n e c e s s a r y  t o  d e t e r m i n e  t h e  o p t i m u m  r e s i s t a n c e  r e q u i r e d  f o r  a  
6 3 6  n m  L E D .  T h e  o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  w a s  c a r r i e d  
o u t  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  u s i n g  a  ( 0 - 1 0  k Q )  v a r i a b l e  r e s i s t o r  
[ 2 6 ] .  A  r e s i s t a n c e  o f  1 . 5 8  k Q  w a s  f o u n d  t o  p r o v i d e  t h e  o p t i -  
m u m  l i g h t  s o u r c e  i n t e n s i t y  r e s u l t i n g  i n  h i g h  s e n s i t i v i t y ,  w h i l e  
m a i n t a i n i n g  a  s m o o t h  b a s e l i n e  w i t h o u t  d r i f t .  A  1 2 - p t  m o v i n g  
a v e r a g e  h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  t h e  d a t a  s h o w n  i n  F i g .  S 3 .  T h e  
e f f e c t s  o f  d e c r e a s i n g  t h e  l i g h t  i n t e n s i t y  o n  t h e  r e s p o n s e  a r e  
c l e a r l y  d e m o n s t r a t e d  i n  F i g .  S 3 .  F o r  e x a m p l e ,  a t  a  r e s i s t a n c e  o f  
0 . 0 0 4  k Q ,  t h e  d i f f e r e n c e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  ( A t )  i . e .  p e a k  h e i g h t  
w a s  4 . 7 8  * 0 . 1 9  p s  w i t h  a n  R . S . D .  ( n = 3 )  o f  3 . 9 0 % .  A t  a n  a d d i -  
t i o n a l  a p p l i e d  r e s i s t a n c e  o f  1 . 5 8  kS2 t h e  p e a k  h e i g h t  o b t a i n e d  
w a s  3 2 . 5 9  2 ~ 0 . 4 4  p s  w i t h  1 . 3 5 %  R . S . D .  ( n = 3 ) .  T h e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n  ( n  =  3 )  o f  t h e  b a s e l i n e  w a s  6 . 9 5  p s .  A t  a  r e s i s t a n c e  
o f  6 . 0 2  k Q  t h e  p e a k  h e i g h t  a c h i e v e d  w a s  1 4 4 . 8 7  f  0 . 7 8  p s  w i t h  
0 . 5 4 %  R . S . D .  ( n =  3 ) .  I n c r e a s i n g  t h e  r e s i s t a n c e  t o  6 . 0 2  k Q  f u r -  
t h e r  i m p r o v e d  t h e  c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e  b u t  t h e  s t a n d a r d  
d e v i a t i o n  ( n  =  3 )  o f  t h e  b a s e l i n e  d e t e r i o r a t e d  t o  2 9 . 3 7  p s .  
F u r t h e r  i n c r e a s e s  i n  r e s i s t a n c e  i n c r e a s e d  t h e  p e a k  h e i g h t  e v e n  
m o r e ,  b u t  c a u s e d  m o r e  b a s e l i n e  d r i f t  a n d  h i g h e r  R . S . D .  v a l u e s  
a s  s h o w n  i n  F i g .  S 3 .  A p p l y i n g  a  m o v i n g  a v e r a g e  t o  t h e  d a t a  s e t  
c a n  c o m p e n s a t e  f o r  t h e  i n c r e a s e  i n  b a s e l i n e  n o i s e .  A n  a d d i t i o n a l  
d i s a d v a n t a g e  h o w e v e r  o f  o v e r - i n c r e a s i n g  t h e  e m i t t e r  r e s i s t a n c e  
i s  t h a t  t h e  r e s u l t i n g  d e c r e a s e  i n  e m i t t e d  l i g h t  i n t e n s i t y  c a n  l e a d  
t o  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  d y n a m i c  r a n g e .  
3 . 3 .  K i n e t i c s  s t u d y  
L i n g e  a n d  O l d h a m  [ 1 2 ]  r e p o r t e d  a  s t a n d  t i m e  f o r  s a m p l e  
a n d  r e a g e n t  c o l o u r  d e v e l o p m e n t  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 0  m i n .  T h e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o l o u r  
i n t e n s i t y  w i t h  0 . 5  p M  P O 4  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  t h e  p ~ u a n t ~ ~  
p l a t e w e l l  r e a d e r  b y  t a k i n g  a n  a b s o r b a n c e  m e a s u r e m e n t  e v e r y  
2  m i n .  
A s  s h o w n  i n  F i g .  3  t h e  c o l o u r  f o r m a t i o n  i n c r e a s e d  r a p i d l y  
u n t i l  a p p r o x i m a t e l y  2 7  m i n  a f t e r  w h i c h  t h e  r a t e  o f  i n c r e a s e  
d e c r e a s e d  t o  a  m u c h  s l o w e r  s t a g e .  T h i s  w a s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  
t h e  t i m e  a l l o w e d  f o r  c o l o u r  d e v e l o p e d  o u t l i n e d  b y  L i n g e  a n d  
O l d h a m  [ 1 2 ] .  
F i g .  4 .  L o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( t )  o b t a i n e d  u s i n g  a  P E D D  v s .  m a l a c h i t e  
g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  e r r o r  b a r s  r e p r e s e n t  t h e  
s t a n d a r d  d e v i a t i o n s  f o r  n =  3 .  T h e  i n s e t  s h o w s  t h e  d y n a m i c  r a n g e  o f  r e s p o n s e s  
o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n .  
3 . 4 .  P h o s p h a t e  m e a s u r e m e n t  u s i n g  P E D D j o w  c e l l ,  L E D  
p h o t o d i o c l e j o w  c e l l  a n d  t h e  p ~ u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  
W o r k i n g  c a l i b r a t i o n  s o l u t i o n s  b e t w e e n  0 . 0 0 2  a n d  2 0  p M  
w e r e  p r e p a r e d  f r o m  t h e  s t o c k  s t a n d a r d .  T h e  m a l a c h i t e  g r e e n  
m e t h o d  h a s  a  l i m i t e d  r a n g e  o f  u p  t o  2 0  p M  b e f o r e  p r e c i p i t a -  
t i o n  o f  M G  o c c u r s .  V a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  p h o s p h a t e  w e r e  
p r e p a r e d  i n  d e i o n i s e d  w a t e r  a n d  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  P E D D  f l o w  
c e l l  f o r  c a .  4 m i n  p e r  s a m p l e ,  a t  a  f l o w  r a t e  o f  0 . 6 m l m i n - I .  
T h e  l o g  o f  t h e  d i s c h a r g e  t i m e s  ( l o g t ,  p s )  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  
m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  ( C )  
i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  m o d e l  ( E q .  ( 6 ) )  a n d  t h e  r e s u l t  i s  p r e s e n t e d  
i n  F i g .  4 .  T h e  i n s e t  p l o t  F i g .  4  s h o w s  a  l a r g e  d y n a m i c  r a n g e  f r o m  
c a .  0  t o  2 0  p M  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  
f r o m  w h i c h  a  l i n e a r  r a n g e  o f  a p p r o x i m a t e l y  0 . 0 2 - 2  p M  m a l a -  
c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  ( R ~  v a l u e  0 . 9 9 6 4 )  w a s  o b s e r v e d  
a s  s h o w n  i n  m a i n  f e a t u r e  p l o t .  T h e  r e l a t i v e  s t a n d a r d  d e v i a -  
t i o n  o f  t h e  m e a s u r e m e n t s  ( n  =  3 ,  s h o w n  a s  e r r o r  b a r s )  i s  v e r y  
l o w  ( c a .  0 . 0 5 % )  a n d  a  L O D  o f  c a .  2 n M  o f  t h e  m a l a c h i t e  
g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  a s  s h o w n  i n  F i g .  5 .  
A n  L O D  o f  2 n M  w a s  a c h i e v e d  u s i n g  t h e  P E D D  (A, , 
6 3 6  n m ) .  T h e  r e s p o n s e  ( c h a n g e  i n  d i s c h a r g e  t i m e ,  p s )  o b t a i n e d  
w a s  8 . 4 9  f  0 . 8 2  p s  w i t h  a n  R . S . D .  o f  9 %  ( n =  3 ) .  
- -  .  
0  1  i  6  
T i m e  ( m i n )  
F i g .  5 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  L O D  o f  t h e  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  
c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  ( 2  n M ) .  
2 9 4  
M .  O ' T o o l e  e l  u l .  / A n a l y t i c a  (  
A s  a  c o m p a r i s o n  s t u d y ,  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s a m e  m a l a c h i t e  
g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  a c q u i r e d  
e m p l o y i n g  b o t h  t h e  c o m m o n l y  u s e d  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  
a n d  a  p ~ u a n t ~ ~  p l a t e w e l l  r e a d e r .  
A s  s h o w n  i n  F i g .  S 4  t h e  m e a n  n o r m a l i z e d  m a x i -  
m u m  a b s o r b a n c e  ( R I R m a x )  w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  m a l a c h i t e  
g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  c o n c e n t r a t i o n  ( C )  r e s u l t i n g  
i n  a  d y n a m i c  r a n g e  o f  0 . 2 - 2 0  p M .  A  l i n e a r  r a n g e  o f  ( R '  v a l u e  
0 . 9 9 4 7 )  o f  0 . 2 - 2  p , M  w a s  a c h i e v e d ,  w i t h  a n  R . S . D .  ( n  =  3 )  o f  
8 . 7 % .  A  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  L O D  o f  0 . 2  p M  w a s  d e t e r m i n e d  
u s i n g  t h e  p , Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r .  
A  l o w  c o s t  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  w a s  i n v e s t i g a t e d  t o  
c o m p a r e  i t s  p e r f o r m a n c e  w i t h  t h a t  o f  t h e  P E D D .  A s  s h o w n  
i n  F i g .  S 5  t h e  m e a n  c h a n g e  i n  a b s o r b a n c e ,  i . e .  p e a k  h e i g h t  
w a s  p l o t t e d  a g a i n s t  m a l a c h i t e  g r e e n - m o l y b d p h o s p h a t e  c o m p l e x  
c o n c e n t r a t i o n  ( C )  r e s u l t i n g  i n  a  d y n a m i c  r a n g e  o f  0 . 9 - 1 0  p M .  
A  l i n e a r  r a n g e  o f  ( R ~  v a l u e  0 . 9 8 1 6 )  o f  2 - 1 0  p , M  w a s  a c h i e v e d ,  
w i t h  a n  R . S . D .  ( n =  3 )  o f  6 . 4 % .  A  s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  L O D  o f  
2  p M  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  t h i s  c o m p a r a t i v e  L E D - p h o t o d i o d e  
d e t e c t o r .  
4 .  C o n c l u s i o n s  
W e  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  n o v e l ,  l o w  c o s t ,  m i n i a t u r i z e d  
P E D D  f l o w  a n a l y s i s  s y s t e m  i s  h i g h l y  s e n s i t i v e  f o r  t h e  d e t e c t i o n  
o f  p h o s p h a t e .  U n d e r  o p t i m i s e d  c o n d i t i o n s  t h e  P E D D  d e t e c t o r  
o f f e r e d  a  l i n e a r  r a n g e  o f  0 . 0 2 - 2  p M  a n d  a n  L O D  o f  2 n M .  F o r  
c o m p a r a t i v e  p u r p o s e s  a  s i m p l e ,  l o w  c o s t  L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c -  
t o r  a n d  a  p , Q u a n t T M  p l a t e w e l l  r e a d e r  w e r e  i n v e s t i g a t e d .  T h e  
L E D - p h o t o d i o d e  d e t e c t o r  a c h i e v e d  a n  L O D  i n  t h e  m i c r o m o l a r  
r a n g e  ( 2  p M ) .  E n h a n c e d  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  L E D - p h o t o d i o d e  
c a n  b e  a c h i e v e d  b y  u s i n g  m o r e  p r e c i s e  c o m p o n e n t s  a n d l o r  h i g h e r  
r e s o l u t i o n  A D C s ,  h o w e v e r ,  t h e  c o s t  i n c u r r e d  f o r  s l i g h t  i n c r e a s e s  
i n  s e n s i t i v i t y  w o u l d  n o t  b e  j u s t i f i e d  o n  a  l o w  c o s t  s e n s o r .  T h e  
P E D D  d e v i c e  e x h i b i t e d  s e n s i t i v i t y  i n  t h e  n a n o m o l a r  c o n c e n t r a -  
t i o n  r a n g e ,  w h i c h  w a s  a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  t i m e s  l o w e r  t h a n  t h a t  
o f  t h e  c o m m e r c i a l l y  a v a i l a b l e  b e n c h  t o p  p l a t e w e l l  r e a d e r .  T h e  
P E D D  o f f e r s  a d v a n t a g e s  o f  e x t r e m e l y  l o w  p o w e r  c o n s u m p t i o n ,  
n o  r e q u i r e m e n t  f o r  a n  A I D  c o n v e r t e r  o r  o p e r a t i o n a l  a m p l i f i e r  
a n d  t h e  s e n s o r  c a n  b e  o p e r a t e d  f r o m  a  9  V  b a t t e r y .  T h i s  l o w  c o s t  
d e t e c t o r  c o u l d  t h e r e f o r e  b e  u s e d  i n  a n  a u t o n o m o u s  i n s t r u m e n t  
f o r  r e m o t e  m o n i t o r i n g  o f  p h o s p h a t e  l e v e l s  i n  s i t u .  
A c k n o w l e d g e m e n t s  
T h e  a u t h o r s  w i s h  t o  t h a n k  S c i e n c e  F o u n d a t i o n  I r e l a n d  S F 1  
f o r  g r a n t  s u p p o r t  u n d e r  t h e  A d a p t i v e  I n f o r m a t i o n  C l u s t e r  A w a r d  
( S F 1  0 3 / I N 3 / 1 3 6 1 ) ,  a n d  t o  a c k n o w l e d g e  t h e  a s s i s t a n c e  o f  M i t -  
s u b i s h i  E l e c t r i c  R e s e a r c h  L a b o r a t o r y ,  C a m b r i d g e ,  M A ,  i n  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  P E D D  d e t e c t o r  c o n c e p t .  
A p p e n d i x  A .  S u p p l e m e n t a r y  d a t a  
S u p p l e m e n t a r y  d a t a  a s s o c i a t e d  w i t h  t h i s  a r t i c l e  c a n  b e  f o u n d ,  
i n  t h e  o n l i n e  v e r s i o n ,  a t  d o i : 1 0 . 1 0 1 6 / j . a c a . 2 0 0 7 . 0 6 . 0 4 8 .  
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